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Referat:  
Eine Therapie des traumatischen Knorpelschadens, die sich eine befriedigende Reparation mit 
gutem funktionellem Ergebnis zum Ziel setzt, existiert bis heute nicht. Therapiekonzepte aus dem 
Bereich des „Tissue Engineerings“ eröffnen neue Behandlungsoptionen und sind Bestandteil 
intensiver Forschung. Um diese experimentellen Verfahren schnell im klinischen Alltag zu 
etablieren, bedarf es ausgereifter Methoden, die eine Qualitätsprüfung des biotechnologisch 
hergestellten Knorpels ermöglichen.  
MALDI-TOF Massenspektrometrie (matrix-assisted laser desorption and ionization time-of-flight mass 
spectrometry) ist eine schnelle und sensitive Methode, um das Molekulargewicht von Stoffen genau 
zu bestimmen und komplex zusammengesetzte Proben – auch quantitativ - zu analysieren. Zur 
Anwendung kam ein Autoflex Massenspektrometer (Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland) mit 
337 nm gepulstem Stickstoff-Laser.  
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich die Hauptbestandteile der Extrazellulären Matrix 
- Proteoglykane und Kollagene – sensitiv und reproduzierbar mittels MADI-TOF MS nachweisen 
lassen. Hierzu wurden zunächst die Präparations- und Messbedingungen optimal an das zu 
untersuchende Gewebe angepasst. Im nächsten Schritt erfolgte der Nachweis von kommerziell 
verfügbaren Bestandteilen der Extrazellulären Matrix (ECM) des Knorpels mittels MALDI-TOF 
MS. Durch den enzymatischen Verdau von natürlichem und biotechnologisch hergestelltem 
Knorpel gelang zum einen der Nachweis von Chondroitinsulfat und zum anderen der Nachweis 
von Kollagen. Studien zur Quantifizierung der Bestandteile wurden angeschlossen. Ebenfalls 
konnte durch die Analysen des biotechnologisch hergestellten Knorpels zu verschiedenen 
Kultivierungszeitpunkten eine Aussage über die Syntheserate von ECM gemacht werden. Damit 
steht eine exzellente Methode zur Verfügung, die Synthese des Knorpels im Rahmen des „Tissue 
Engineerings“ zu überprüfen, Aussagen über die Präparatequalität zu treffen und den 
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Asp Aspartat  
C4S Chondroitinsulfat, an Position 4 des N-Acetylglucosamin sulfatiert 
C6S   Chondroitinsulfat, an Position 6 des N-Acetylglucosamin sulfatiert 
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Eine traumatische Läsion am artikulären Knorpel stellt eine noch ungelöste Herausforderung für 
den behandelnden Arzt dar. Bei den betroffenen Patienten handelt es sich häufig um junge, sport-
lich aktive Menschen im Arbeitsprozess {Hjelle et al. 2002}, bei denen eine längerfristige Belas-
tungs- und Bewegungseinschränkung oder sogar eine Verminderung der Erwerbsfähigkeit zwin-
gend vermieden werden muss. Jedoch existiert für den traumatischen Gelenkknorpelschaden der-
zeit noch keine Therapie mit sehr gutem, funktionellem Langzeitergebnis {Richter 2005}. Die kon-
servativen Therapieformen haben immer eine narbige Ausheilung zur Folge. Aber auch mit der 
chirurgischen Basisversorgung, bestehend aus Debridement und Lavage des betroffenen Gelenks, 
kann keine Ausheilung erreicht werden. Regenerierende Verfahren, die auf der Grundlage der 
Penetration des subchondralen Knochens basieren, sollen durch das Einspülen von körpereigenen 
Stammzellen in den Defekt eine autologe Regeneration induzieren. Langzeitstudien zeigen, dass 
trotz der oft erreichten, guten funktionellen Ergebnisse histomorphologisch keine Wiederherstel-
lung von intaktem, hyalinem Gelenkknorpel erreicht werden kann {Gaissmaier et al. 2003, Bern-
holt/Höher 2003}.  
Vielversprechende neue Therapiekonzepte liefert derzeit das „Tissue Engineering“ am Gelenk-
knorpel. Vor allem die Autologe Chondrozytentransplantation (ACT) eröffnet vollkommen neue 
Behandlungsstrategien. Bei der ACT werden arthroskopisch patienteneigene Chondrozyten ge-
wonnen, die in dreidimensionale Gele eingesät und in Zellkultur gebracht werden. Durch ver-
schiedene Stimulationstechniken werden die Zellen zur Proliferation und Produktion von Extrazel-
lulärer Matrix (ECM), insbesondere Kollagen und Proteoglykan, angeregt. Nach drei bis sechs Wo-
chen Kultivierung erfolgt die Implantation in den aufbereiteten Knorpeldefekt des Patienten. Ak-
tuelle Studien konnten zeigen, dass das Transplantat mittelfristig ohne Narbenbildung in den be-
stehenden Gelenkknorpel einwächst und so die Inkongruenz des Gelenks, welche präarthrotisch 
wirkt, aufhebt {Brittberg et al. 1996, Peterson et al. 2000, Horas et al. 2000}.  
Um dieses neuartige Verfahren schnell im klinischen Alltag zu etablieren, bedarf es ausgereifter 
analytischer Methoden, die eine Qualitätsprüfung des biotechnologisch hergestellten Knorpels 
ermöglichen. MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption and ionization time-of-flight mass 
spectrometry) ist eine schnelle und sehr sensitive Methode, um die molaren Massen von Stoffen 
genau zu bestimmen und komplex zusammengesetzte Proben zu analysieren.  
Ziel dieser Arbeit war es, MALDI-TOF Massenspektrometrie als Analyseverfahren zu nutzen, um 
die Zusammensetzung des natürlichen Knorpels zu bestimmen und die hier gewonnenen Er-
kenntnisse auf biotechnologisch hergestellten Knorpel anzuwenden. 
 




Somit war die Überprüfung der Anwendbarkeit dieser massenspektrometrischen Untersuchungs-
methode auf das komplexe biologische System Knorpel die erste Fragestellung in dieser Arbeit. 
Es erfolgte daher zunächst die Anpassung und Optimierung der Präparations- und Messmethoden 
mit dem Ziel, standardisierte Protokolle festzulegen, welche zu reproduzierbaren Spektren führen.  
Es schloss sich die Analyse der kommerziell verfügbaren Hauptbestandteile der ECM - Proteogly-
kane und Kollagene – mittels MADI-TOF MS an. Hierzu wurden Chondroitinsulfat und Kollagen 
verschiedener Typen enzymatisch verdaut und analysiert. So konnten Referenzspektren erstellt 
werden, welche die Grundlage für die Analyse des wesentlich komplexeren Systems des natürli-
chen Knorpels bildeten.  
Durch den Einsatz von Trypsin zur Hydrolyse nach thermischer Denaturierung des Kollagens 
wurde die Differenzierung zwischen den verschiedenen Kollagentypen ermöglicht. Es schlossen 
sich Studien zur Quantifizierung der enzymatischen Verdauungsprodukte der ECM an, welche 
das Ziel verfolgten, neben der  stofflichen Zusammensetzung Aussagen zu den relativen Anteilen 
der einzelnen Bestandteile zu erlauben.  
Nachdem die grundsätzliche Eignung der Methode gezeigt werden konnte, diente der zweite Teil 
der hier dargelegten Forschungsarbeit der Beantwortung der Frage, ob die Erkenntnisse, welche 
bei der Analyse der Einzelbestandteile gewonnen wurden, auf natürliches Knorpelgewebe an-
wendbar sind.  
Der artikuläre Schweineknorpel ähnelt im Aufbau und den biomechanischen Eigenschaften dem 
menschlichen Knorpel. Da er zudem noch günstig und in adäquaten Mengen zur Verfügung ge-
stellt werden kann, wurde der Gelenkknorpel des Schweins als Modellgewebe für die Anwend-
barkeit der Methode auf natürlichen Knorpel genutzt.  
Ziel war es, die Hauptbestandteile der ECM einwandfrei zu identifizieren, Untersuchungen zur 
Quantifizierung anzustellen und Unterschiede zwischen den Knorpeltypen verschiedener Spezies 
nachzuweisen.  
Im letzten Abschnitt dieser Arbeit erfolgte die Analyse von biotechnologisch hergestelltem Knor-
pel und somit die Anwendung der bisher erworbenen, vor allem einem theoretisch-
wissenschaftlichem Interesse folgenden Erkenntnisse auf eine praktisch-klinische Fragestellung 
nach der tatsächlichen Beschaffenheit des zu transplantierenden Konstrukts.   
Dazu wurden Konstrukte, welche zum einem aus dreidimensionalen Agarosegele bestückt mit 
Chondrozyten, zum anderen aus Kollagengel mit eingesäten Stammzellen oder Chondrozyten 
bestanden, untersucht. Dieser Schritt erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Biotechnologisch-
Biomedizinischen Zentrum Leipzig. Ziel war es, die bis dahin etablierten Probenpräparations- und 




Messbedingungen auf den künstlichen Knorpel anzuwenden und mit Referenzspektren von Be-
standteilen der ECM sowie des natürlichen Schweineknorpels zu vergleichen. Durch die Analyse 
des Materials zu verschiedenen Kultivierungszeitpunkten sollte eine Aussage über die Qualität 
und die Menge der de novo synthetisierten ECM erreicht werden.  
Mit dieser Arbeit wurde die Grundlage geschaffen, die MALDI-TOF MS als geeignetes analyti-
sches Verfahren zur Bestimmung der Konstruktqualität einzuführen. Perspektivisch sollte es so 
möglich sein, die Qualität der Konstrukte, welche für die Autologe Chondrozytentransplantation 
bestimmt sind, zu bewerten und zu überwachen.  
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2 GRUNDLAGEN 
2.1 Struktur und Funktion des Knorpels 
Das Knorpelgewebe ist im Vergleich zu anderen Geweben des menschlichen Körpers in vielerlei 
Hinsicht außergewöhnlich. So weist Knorpel die geringste Zelldichte aller Gewebe auf. Die 
Zellpopulation setzt sich aus einem einzigen Zelltyp, den Chondrozyten, zusammen {Junqueira et 
al. 1996}. Diese tragen zum Gesamtvolumen lediglich wenige Prozent bei. Zell-Zell-Kontakt besteht 
nicht, vielmehr werden die Zellen von der Extrazellulären Matrix (ECM) umkleidet, welche rund 
95% des Gewebes ausmacht {Leeson et al. 1985, Maroudes 1990, Poole et al. 2001}. Knorpel gehört 
nach Abschluss des Wachstums zu den wenigen gefäßfreien Geweben des Körpers. Er enthält 
weder Lymphgefäße noch Nerven, auch eine Immunantwort kann bei artikulären Chondrozyten 
nicht nachgewiesen werden {Stockwell 1978, Buckwalter/Mankin 1998, Flugge et al. 1999, 
Hamerman et al. 1970, Kuettner et al. 1992}.  
2.1.1 Chondrogenese 
Knorpel wird histologisch den Bindegeweben, speziell den Stützgeweben zugeordnet. 
Entwicklungsgeschichtlich gehen die Chondrozyten auf das Mesenchym zurück, aus dem sich alle 
dem Bindegewebe zugehörigen Zellen und die glatten Muskelzellen differenzieren. Das 
Mesenchym kommt nur während der Entwicklung vor und wird deshalb auch als embryonales 
Bindegewebe bezeichnet. Es ist das erste nicht-epitheliale Gewebe, das während der Früh-
entwicklung entsteht. {Moore et al. 2007, Junqueira et al. 2006}. Zu Beginn der Differenzierung 
runden sich die mesenchymalen Stammzellen ab und ziehen ihre protoplasmatischen Fortsätze ein. 
Sie teilen sich vielfach und bilden Ansammlungen. Diese Zellen werden als Chondroblasten 
bezeichnet. Sie nehmen die Synthese von Interzellularsubstanz auf, mit deren Anreicherung die 
Zellen auseinander rücken. Die Differenzierung des Knorpels schreitet von innen nach außen fort, 
so dass während der Chondrogenese die zentralen Zellen bereits die Charakteristik von Chondro-
zyten aufweisen, während die peripheren Abschnitte noch durch Chondroblasten gekennzeichnet 
sind {Junqueira et al. 2006, Flik et al. 2007}. 
2.1.2 Knorpelarten 
Anhand der biochemischen Zusammensetzung, Gestalt und Verteilungsmuster der Chondrozyten,  
Struktur der ECM und Funktion lassen sich drei große Knorpelarten unterscheiden: hyaliner 
Knorpel, elastischer Knorpel und Faserknorpel {Schiebler/Korf 2007}.  
Der hyaline Knorpel ist die häufigste Knorpelart. Er bildet beim Embryo zeitweise das Skelett und 
bleibt nach der knöchernen Umbildung in den Epiphysenfugen erhalten. Er kommt als Rippen- 
und Gelenkknorpel vor und ist in der Trachea (vgl. Abb. 2.1), der Nase und dem Kehlkopf 
(Cartilago thyroidea und Cartilago cricoidea) zu finden. Die Chondrozyten bilden isogene 
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Gruppen von bis zu zehn Zellen. Sie sind von der Knorpelgrundsubstanz umgeben. Entstanden 
sind diese Gruppen durch Mitosen eines Chondrozyten {Moore et al. 2007, Junqueira et al. 1996}. 
Die Extrazelluläre Matrix (synonym verwendet werden die Begriffe Knorpelgrundsubstanz oder 
Interzellularsubstanz) besteht zu 60 - 85% aus Wasser {Stockwell 1998, Metz 2001, Häuselmann et 
al. 1994} und zu 40 - 15 % aus Trockensubstanz, die sich vor allem aus Proteoglykanen und 
Kollagenen (überwiegend Typ-II-Kollagen) zusammensetzt {Buckwalter/Mankin 1998, Eyre 2004} 1 
Im elastischen Knorpel (vgl. Abb. 2.2) kommen außer Kollagenfasern viele elastische Fasern vor, 
die die Eigenschaften dieses Gewebes bestimmen Die Chondrozyten finden sich einzeln oder in 
kleinen Gruppen und sind von denen des hyalinen Knorpels nicht zu differenzieren. Der elastische 
Knorpel kommt im äußeren Ohr, in der Wand des äußeren Gehörgangs, in der Tuba auditiva, in 
der Epiglottis, aber auch im Kehlkopf (Cartilago epiglottica) vor. Er ist gegenüber degenerativen 
Veränderungen weniger empfindlich als der hyaline Knorpel {Montes 1996, Schiebler/Korf 2007, 
Junqueira et al. 1996}. 
Beim Faserknorpel (vgl. Abb. 2.3) ist die Intrazellularsubstanz sehr dicht und besteht vor allem aus 
einem unregelmäßigen Flechtwerk grober Kollagenfasern (v.a. Typ-I-Kollagen), zwischen denen 
einzelne Chondrozyten oder isogene Gruppen mit umgebendem Knorpelhof liegen. Der Knorpel 
ist wenig elastisch, aber sehr zug- und reißfest. Er kommt physiologisch im Discus intervertebralis, 
in den Menisci, der Symphysis pubica, am Knochenansatz verschiedener Bänder und als Gelenk-
knorpel im Kiefergelenk (Articulatio temporomandibularis) vor. Seine ECM setzt sich in der 
Trockensubstanz aus etwa 60-70% Kollagen, 8-13% nicht-kollagenen Proteinen und 1% 
Proteoglykanen zusammen {Schiebler/Korf 2007, Junqueira et al. 1996}. Der Wassergehalt im 






Abb. 2.1: Histologischer Schnitt vom 
hyalinen Knorpel (Trachea). Die in 
Chondronen angeordneten Knorpel-
zellen sind von einer basophilen, 
chondroitinreichen Matrix umgeben. 
{Sobotta 2002}. 
 
Abb. 2.2:  Histologischer Schnitt vom 
elastischen Knorpel (Ohrmuschel). 
Die Chondrozyten sind von einer 
dünnen Schicht Martix umgeben, 
flankiert von fibrokollagenem 
Gewebe und Fettzellen {Kerr 1999}. 
 
Abb. 2.3: Histologischer Schnitt vom 
Faserknorpel (Discus intervertebralis) 
Blau: Kollagenfasern Typ I. Pfeile: 
Chondrozyten, die von chondroitin-
sulfatreicher Matrix und Typ-II-
Kollagen umgeben sind {Sobotta 2002}. 
 
                                                       
1 Da diese Arbeit vordergründig auf die Analyse des Gelenkknorpels ausgerichtet ist, beziehen sich die Ausführungen nach 
diesem Teilabschnitt auf die Eigenschaften und Besonderheiten des hyalinen Knorpels. In diesem Sinne werden die Begriffe 
Knorpel und hyaliner Gelenkknorpel synonym verwandt.  
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2.1.3 Morphologie 
Morphologisch wird Knorpel aus Knorpelzellen, den Chondrozyten, und der charakteristischen, 
knorpeltypspezifischen Extrazellulären Matrix gebildet.  
Chondrozyten 
Die Chondrozyten kommen isoliert oder in einem Chondron, einer Gruppe von mehreren, in der 
Regel geradzahligen, isogenen Chondrozyten vor. Es kommt bei ausdifferenzierten Chondrozyten 
jedoch nicht zu einem Zell-Zell-Kontakt, vielmehr ist jede Zelle nach allen Seiten hin von 
Knorpelgrundsubstanz umgeben {Leeson et al. 1985, Maroudes 1990, Meachim/Stockwell 1973}. 
Typische Chondrozyten des Gelenkknorpels besitzen einen Durchmesser von zehn, selten bis zu 30 
µm. Die Oberfläche der Zellen zeigt zahlreiche Vorwölbungen und Einziehungen (vgl. Abb. 2.4), 
die bei jungen Chondrozyten häufiger und zahlreicher sind als bei Älteren. Durch diese Mor-
phologie wird eine Oberflächenvergrößerung erreicht, die den Stoffaustausch erleichtert {Stockwell 
1978, Junqueira et al. 1996}.  
Der Stoffwechsel der Chondrozyten ist von seiner avaskulären Natur geprägt. Vergleicht man die 
Sauerstoffaufnahmerate eines artikulären Rinderknorpels mit der Aufnahmerate einer Hasenniere, 
steht dem Knorpel nur rund 0,2 % der Sauerstoffmenge der Niere zur Verfügung. Dieses geringe 
Sauerstoffangebot korreliert mit der Zellzahl des Gewebes. Beim Rinderknorpel finden sich rund 
50.000 Zellen/mm3, bei der Niere sind es etwa 1.100.000 Zellen/mm3 {Rosenthal et al. 1941, 
Bywaters  1937}. Chondrozyten verändern sich über Jahrzehnte kaum in ihrem Aussehen, dem 
Aktivitätsgrad und in ihrer Lokalisation {Buckwalter/Mankin 1998}. 
Hauptfunktion der Knorpelzellen ist die Produktion von 
ECM. Dazu sind die Zellen organellreich, besitzen einen 
ausgeprägten Golgi-Apparat und ein großflächiges endo-
plasmatisches Retikulum {Stockwell 1978, Schiebler/Korf 
2007, Junqueira et al. 1996}. Mit der Zusammensetzung der 
ECM sind die funktionellen Eigenschaften des Knorpels 
verknüpft. So können Veränderungen in der Belastung des 
Gelenks, eine Störung der Ernährung oder andere 
Einflussfaktoren zu einer Veränderung im makromole-
kularen Aufbau führen. Die Chondrozyten detektieren diese 
Veränderung und wirken ihr mit dem Ziel entgegen, die 
biochemischen und biomechanischen Eigenschaften des 
Gewebes trotz veränderter Bedingungen konstant zu halten 
und so die Intaktheit des Knorpels und damit des Gelenks zu 
erhalten {Buckwalter/Mankin 1997}.   
Abb. 2.4: Elektronenmikroskopische 
Ausschnittsaufnahme eines jungen 
Chondrozyten. In der Nähe des gut 
ausgebildeten Golgi-Apparats (Golgi) 
befinden sich sekretorische Vakuolen (S). 
Rechts unten befindet sich ein Ausschnitt 
des Zellkerns (N). {Junqueira et al. 1996} 
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Extrazelluläre Matrix (ECM) 
Die Extrazelluläre Matrix besteht aus einem komplexen Gerüst von kollagenen Fasern (10-30%), 
aus Proteoglykanen (3-10%), nicht-kollagenen Proteinen sowie aus Glykoproteinen und der 
Gewebsflüssigkeit (60-85%). Die Interaktion zwischen diesen Bestandteilen ist essentiell für die 
Steifigkeit und Elastizität des Gewebes {Buckwalter/Mankin 1997, Mankin/Thrasher 1975, Muir 
1973, Ratcliffe/Mow 1996, Scott 1999}. 
Kollagen 
Ca. 30 % des Gesamtkörperproteins des Menschen bildet das Kollagen. Man unterscheidet derzeit 
28 trimere Kollagenmoleküle, welche sich aus 40 verschiedenen Kollagenketten zusammensetzen. 
Bisher konnten 7 verschiedene Kollagentypen im artikulären Knorpel nachgewiesen werden. Allen 
Kollagenen gemeinsam ist der tripelhelikale Aufbau aus drei Polypeptidketten. Die Länge der 
Ketten variiert je nach Kollagentyp zwischen 600 und 3000 Aminosäuren. Die Aminosäuresequenz 
– vor allem der α-Kette - weist große Domänen mit der repetitiven Aminosäureabfolge Gly-X-Y 
auf, wobei X häufig Prolin, Y Hydroxyprolin bzw. das für die Quervernetzung wichtige 
Hydroxylysin repräsentieren. Die Länge der Sequenzwiederholung, globuläre Domänen sowie 
Unterbrechungen der Tripelhelix bestimmen die Rigidität und Rotation der Kette und damit ihre 
spezifischen biologischen Eigenschaften {Eyre 2004, Eyre 2002, Deutzmann 2007, Lane/Weiss 1975, 
Löffler et al. 1999}. 
Hautkollagene des Bindegewebes von Knorpel, Knochen aber auch Sehnen und Haut sind 
fibrilläre Kollagene (Typ I, II, III, V und XI), deren charakteristische Faserstruktur durch 
elektronenmikroskopische Untersuchungen aufgeklärt werden konnte.  Ihre kleinste Untereinheit 
ist das Tropokollagen. Hierbei handelt es sich um ein Molekül aus drei umeinander gewundenen 
Polypeptid-α-Ketten. Außer diesen helikalen Abschnitten finden sich sowohl am N- als auch am C-
Terminus nichthelikale Bereiche. Diese werden als Telopeptide bezeichnet (16-25 Aminosäuren). 
Tropokollagene sind durchschnittlich 1,4 nm dick und 300 nm lang. Sie ordnen sich in Reihen mit 
einem Abstand von 35 nm hintereinander an. Die Spalträume zwischen den aufeinanderfolgenden 
Tropokollagenen sind jeweils um eine ¼ Tropokollagenlänge verschoben. So entsteht eine 
gestaffelte Parallelaggregation, die als Mikrofibrille bezeichnet wird (vgl. Abb. 2.5). Sie besitzen 
einen durchschnittlichen Durchmesser  von 20 – 200 nm, bei Kollagen Typ II liegt dieser Wert bei 
10-20 nm. Ein Konglomerat von Mikrofibrillen bildet eine Kollagenfibrille (∅ 0,3 – 0,5 µm),  aus 
denen sich wiederum die Kollagenfasern (∅ 1 – 20 µm) zusammensetzen {Junqueira et al. 1996, 
Löffler et al. 1999, Stryer 1999}. Kollagen Typ II ist der dominierende Kollagentyp im artikulären 
Knorpel. Es setzt sich vorwiegend aus Glycin (27,3%), Prolin (12%) und Hydroxyprolin (10%) 
zusammen. Seine Tropokollagenmoleküle besteht sich aus drei gleichen α1-Ketten. Die humane α1-
Kette besitzt ein Molekulargewicht von 142 kDa {Junqueira et al. 1996, Löffler et al. 1999}.  
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Abb. 2.5:  In Reihe angeordnete Tropokollagene bilden Mikrofibrillen, welche sich zu Kollagenfibrillen anordnen und sich  
zum Kollagenfaserbündel verbinden {Junqueira et al. 1996} 
Neben den fibrillären Kollagenen, die sich wie beschrieben durch ihre großen tripelhelikalen 
Domänen auszeichnen, existieren netzbildende Kollagene (Typ IV, VIII und X) deren Tripelhelix 
durch globuläre Bereiche unterbrochen ist. Kollagen Typ IX als ein Vertreter der fibrillen-
assoziierten Kollagene ist im artikulären Knorpel kovalent an Typ II Fibrillen gebunden und bildet 
zusammen mit Kollagen Typ XI ein komplexes Netzwerk {Eyre 2002}. 
Die Kollagene tragen etwa 60 % zur Trockenmasse des Knorpels bei. Sie sind relativ gleichmäßig 
über den gesamten Knorpel verteilt, ausgenommen die besonders kollagenreiche superfizielle 
Schicht. Die Häufigkeit und Verteilung der Kollagentypen II, IX und XI sind für die Knorpel-
architektur charakteristisch  Geringe Mengen Typ III, VI, XII und XIV Kollagen lassen sich eben-
falls nachweisen {Eyre 2002, Junqueira et al. 1996}.  
Kollagenfasern haben dank ihrer Molekularstruktur eine mit Stahl vergleichbare Zugfestigkeit. Die 
maximale reversible Dehnungsfähigkeit liegt bei 5 %. Biegungskräften setzen Kollagenfasern 
keinen Widerstand entgegen. Dies erklärt den einzigartigen Fasercharakter aus Flexibilität und 
Zugfestigkeit {Junqueira et al. 1996}. 
Proteoglykane 
Proteoglykane bestehen aus einem einfach gebauten Proteinskelett, an das ein oder mehrere 
Glykosaminoglykanketten kovalent gebunden sind. Die Glykosaminoglykane (GAG) sind nicht-
verzweigte Polysaccharide aus repetitiven Disaccharideinheiten. Sie sind durch das Vorliegen von 
Sulfatresten stark negativ geladen und tragen maßgeblich zur Bindung von Wasser bei 
{Comper/Laurent 1978, Knudson/Knudson 2001}. 
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Die häufigsten im Knorpel vorkommenden GAGs sind das Chondroitinsulfat und das 
Keratansulfat. Sie sind kovalent mit einem Core-Protein verknüpft {Iozzo  1999, Roughley 1994}. 
Am N- und am C-Terminus besitzt es globuläre Domänen, der Mittelteil ist elongiert. Die Variabi-
lität der Core-Proteine ist sehr groß, bisher wurden dreißig verschiedene entdeckt. Etwa 140 dieser 
Proteine sind mit ihrem N-terminalen Ende nichtkovalent im Abstand von 30 nm an Hyaluron-
säure gebunden. Diese Wechselwirkung wird durch ein kleines Verbindungsprotein, das Link-
Protein, vermittelt. Der gesamte Komplex (vgl. Abb. 2.6) ist ungefähr 20 µm lang und hat eine 
Masse von 2 x 106 Da {Schwartz et al. 1999,  Watanabe et al. 1998, Stryer  1999} 
Weit weniger häufig kommen in knorpeligen Geweben andere GAGs wie Heparansulfat oder 
Dermatansulfat vor. Heparansulfat interagiert meist mit Kollagen IV und ist zum Beispiel 
Bestandteil der glomerulären Basalmembran {Schiebler/Korf 2007}, lässt sich aber auch im Discus 
articularis des Kiefergelenks (Articulatio temporomandibularis) nachweisen {Axelsson et al. 1992}.  
Dermatansulfat (auch als Chondroitinsulfat B bezeichnet) kommt in Menisken vor, ist aber weit 
häufiger in den nicht-knorpeligen Geweben Haut, Sehnen oder auch der Gefäßwand der Aorta 
anzutreffen {Herwig et al. 1984}. 
Die Proteoglykane wirken 
durch ihre Häufung an 
negativen Ladungen als 
Polyanionen, welche stark 
hydratisiert sind. Dies 
verleiht dem Knorpel die 
Fähigkeit zur elastischen 
Verformung bei Einwirk-
ung von komprimierenden 
Kräften durch Flüssigkeits-
austritt. Durch Rehydrati-
sierung kann er nach Been-
digung der Krafteinwir-
kung seine ursprüngliche Gestallt wieder annehmen. Diese hydroelastische, viskoelastische 
Verformbarkeit gewährleistet eine effiziente Druckkompensation. Die Hydratisierung der 
Seitenketten wird limitiert durch das begrenzende Kollagen-Typ-II-Netz {Roughley 1994, Pullig 
2003}. 
Die Disaccharideinheiten des Chondroitinsulfats bestehen aus N-Acetylgalactosamin und 
Glukuronsäure. Die Sulfatierung erfolgt am N-Acetylgalaktosamin an Position vier (C4S) oder 
sechs (C6S). Das Verhältnis zwischen C4S und C6S variiert zwischen den Spezies und mit dem 
Alter {Stryer 1999}. In Kapitel 2.1.4 ist die Biosynthese des Chondroitinsulfats detailliert dargestellt. 
 
 
Abb. 2.6:  Elektronenmikrosko-
pische Aufnahme eines 
Proteoglykans {Stryer 1999}  
 Abb. 2.7:  Schematische Darstellung eine 
Proteoglykans {Stryer 1999} 
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Keratansulfat besteht aus den Disaccharideinheiten N-Acetylglukosamin, dessen Sulfatierung 
hauptsächlich an Position sechs erfolgt und Galaktose, ebenfalls an Position sechs sulfatiert. An das 
Core-Protein sind rund 100 Chondroitinsulfate und 30 Keratansulfate gebunden. Dieser Komplex 
wird auch als Aggrecan bezeichnet {Nakahara et al. 1991, Roughley 1994}.  
Die Hyaluronsäure (HA) ist ein langkettiges, unverzweigtes Molekül aus bis zu 25.000 
Disaccharideinheiten, welche sich aus N-Acetylglukosamin und Glukuronsäure zusammensetzen. 
Es enthält keine Sulfatreste. An einer Hyaluronsäure können mehr als 300 Aggrecane assoziiert sein 
{Nakahara et al. 1991, Löffler et al. 1999}. Sie findet vielfältige medizinische Anwendung, so zum 
Beispiel als Ersatz für pathologisch veränderte Synovialflüssigkeit (Viscosupplementation).  
Einen quantitativ geringen Anteil an der Knorpelmatrix haben die kleinen Proteoglykane. Sie 
lassen sich nach ihrer Lokalisation und Zusammensetzung gliedern. Ihre Funktionen sind noch 
weitgehend ungeklärt und Gegenstand intensiver Forschung. Die wichtigsten Vertreter sind 
Decorin, Biglykan und Fibromodulin. Sie gehörten zu den Leucin-reichen Proteoglykanen (small 
leucine rich-repeat proteoglykans, SLRP) und besitzen vermutlich regulatorische Aufgaben bei der 
Matrixorganisation {Roughley 2006, Stryer 1999}. Tabelle 1.1 fasst die makromolekularen 
Komponenten der ECM zusammen. 
Tabelle 2.1 Zusammensetzung des artikulären Knorpels {vgl. Ratcliffe/Mow 1996, Häuselmann/Hunzicker 1997} 
Knorpelkomponenten    Anteil 
Wasser    60-80% 
Chondrozyten    2-5% 
Kollagen Typ II    10-20% 
aggregierte PG  C4S, C6S, HA, KS  5-7% 
nicht-aggregierte PG    <5% 
Kleine Leucin-reiche PG (SLRP) Klasse I  Biglykan, Deckrin   
SLRP Klasse II  Fibromodulin, Lumikan, PG mit Prolin-
Arginin- oder Leucin-reicher 
Wiederholungssequenz (PRELP), Perlekan, 
Epiphykan 
  
Syndekan Gruppe  Amphiglykan, TGF-α3 Receptor α3 Glykan, 
Glypikan 
  
andere Kollagene  Typ III, VI, IX, XI, XII, XIV   
nicht kollagenöse Proteine  COMP, Link protein, Anchorin, Fibronektin, 
Tenascin, 
Thrombospondin, Chondroadherin, Fibrillin 
  
Lipide  Phosphatidylserine, Phosphatidylcholine   
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2.1.4 Biosynthese der Bestandteile der ECM 
2.1.4.1 Kollagen  
Die Bildung von Kollagen findet teilweise intrazellulär und teilweise extrazellulär statt (vgl. Abb. 
2.8). An den Polyribosomen des rauen, endoplasmatischen Retikulums werden an den kollagen-
spezifischen mRNA Polypeptid-α-Ketten typische Sequenzen gebildet (Pro-α-Ketten). Sie sind mit 
Signalpeptiden ausgestattet, deren Abspaltung in den Zisternen des endoplasmatischen 
Retikulums erfolgt. An den verkürzten Ketten kommt es durch die Peptidyl-Prolin-Hydroxylase 
und durch die Peptidyl-Lysin-Hydroxylase zur Hydroxylierung von Prolin und Lysin {Deutzmann 
2007, Hofmann 1999, Löffler et al. 1999}. 
Im anschließenden Syntheseschritt erfolgt eine Glykosylierung des Hydroxylysins. Mit der OH-
Gruppe des Hydroxylysins wird eine unterschiedliche Zahl von α-1,2-Glukosylgalaktoseresten 
verbunden. Ihre Anzahl ist ein Differenzierungsmerkmal zwischen den verschiedenen Kollagen-
typen. Anschließend erfolgt eine „Verdrillung“ der α-Ketten zur Tripelhelix. Dieses Prokollagen-
molekül besitzt am N-terminalen Ende ein Extensionspeptid und am C-terminalen Ende ein 
Registerprotein, welche beide keine helikale Struktur besitzen. Sie sorgen dafür, dass die α-Ketten 
in die richtige Position gebracht werden, erhalten die Löslichkeit und schützen so vor einer 
Ansammlung unreifer Kollagenfibrillen und vor deren Präzipitation {Deutzmann 2007, Hofmann 
1999, Löffler et al. 1999}. 
Die Prokollagene werden nun in den Golgi-Apparat transportiert, dort in sekretorische Bläschen 
verpackt und an die Zelloberfläche transportiert. Dort erfolgt die Exozytose. Als erster extra-
zellulärer Schritt erfolgt die Abspaltung der Registerpeptide durch eine Prokollagenpeptidase. Man 
bezeichnet das Produkt als Tropokollagen. Es folgt die Mikrofibrillenbildung, indem sich durch 
parallele Aggregation und kovalente Vernetzung die nun unlöslichen Tropokollagenmoleküle zu 
komplexeren Strukturen verbinden. Hierfür ist vor allem die oxidative Desaminierung der Lysyl- 
und Hydroxylysyl-Reste durch das kupferabhängige Enzym Lysyloxidase zu reaktionsfreudigen 
Aldehyden verantwortlich. Diese Quervernetzung ist für die Zugfestigkeit der kollagenen Fibrillen 
von entscheidender Bedeutung {Deutzmann 2007, Hofmann 1999, Löffler et al. 1999}. 
Zur Kollagenfibrillenbildung kommt es bei den Kollagentypen I und III spontan, jedoch nicht bei 
Kollagen Typ II.  Für diese Kollagenart ist es typisch, keine dickeren Fasern als die 10-20 nm dicken 
Mikrofibrillen zu bilden. Die Kollagenfibrillen der anderen Kollagen-Typen werden untereinander 
wiederum entweder durch die Kondensation einer Aldehydgruppe der einen Kette mit der ε-
Aminogruppe eines Lysyl- oder Hydroxylysylrestes einer anderen Kette unter Aldiminbildung 
oder durch Aldolkondensation von zwei, in verschiedenen Ketten befindlichen Aldehydgruppen 
gebildet {Deutzmann 2007, Hofmann 1999, Löffler et al. 1999}. 
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Synthese der Pro- Ketten
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Abb. 2.8:  Biosyntheseweg des Kollagens: Im rauen endoplasmatischen Retikulum findet die Synthese der Pro-α-Ketten 
statt, welche sich nach einigen Reaktionsschritten zur Prokollagen-Trippelhelix gruppieren. Der Golgi-Apparat ermöglicht 
die Sekretion dieser Helix in den Extrazellularraum, in dem die Aggregation zu Kollagenfibrillen stattfindet {eigene 
Zusammenstellung nach Junqueira et al. 1996 und Hofmann 1999} 
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2.1.4.2 Proteoglykane 
Proteoglykane sind ubiquitär vorkommende Matrix- und Zelloberflächenproteine. Sie bestehen zu 
6-20% aus Protein und zu 80-94% aus Glykosaminoglykan (GAG) und werden daher nicht 
aufgrund ihrer Aminosäuresequenz, sondern anhand der kovalent gebundenen GAG-Seitenketten 
definiert. Sie zeigen eine fast unüberschaubare strukturelle Vielfalt {Roughley 1994}. In Tabelle 2.2 
ist die Zusammensetzung der für diese Arbeit relevanten Glykosaminoglykane gezeigt. 
Tabelle 2.2: Zusammensetzung  der Glykosaminoglykane    
GAG  Molekular-
gewicht (Da) 
 Hexosen  Stellung des 
Sulfats 
 Bindung 
Hyaluronsäure  1-3 x 106  N-Acetylglukosamin 
Glukuronsäure 
 -  β (1 – 4) 
β (1 – 3) 
Chondroitin-4-sulfat  2-5 x 104  N-Acetylgalaktosamin 
Glukuronsäure 
 4  β (1 – 4) 
β (1 – 3) 
Chondroitin-6-sulfat  2-5 x 104  N-Acetylgalaktosamin 
Glukuronsäure 
 6  β (1 – 4) 
β (1 – 3) 




 β (1 – 3) 
β (1 – 4) 
 
Die Biosynthese der Glukuronsäure ist in Abbildung 2.9 dargestellt. Eine Uronsäure entsteht 
formal immer durch die Oxidation der Hydroxylgruppen am C-Atom 6 einer Hexose. Handelt es 
sich bei dieser Hexose um Glukose, entsteht Glukuronsäure. Glukose-6-Phosphat wird in Glukose-
1-Phosphat überführt und mit UTP unter Bildung von UDP-Glukose umgesetzt. In zwei Schritten 
wird das C-6-Atom unter Katalyse durch die NAD+-abhängige UDP-Glukose-Dehydrogenase zu 
UDP-Glukuronsäure oxidiert. Die UDP-Glukuronsäure stellt die aktive Form der Glukuronsäure 
dar {Nakahara et al. 1991, Löffler et al. 1999}. Aus diesen Biosyntheseschritten wird ersichtlich, dass 
das Hexosegrundgerüst bei der Biosynthese erhalten bleibt. Wird 13C markierte Glukose eingesetzt, 
bleibt diese Labelung in der Glukuronsäure erhalten.  
Die Biosynthese der Aminozucker N-Acetylglukosamin und N-Acetylgalaktosamin gibt Abbildung 
2.10 wieder. Sie beginnt mit der Isomerisierung von Glukose-6-Phosphat zu Fruktose-6-Phosphat. 
Dieses reagiert mit dem Amid-Stickstoff des Glutamins unter Bildung von Glukosamin-6-
Phosphat. Eine zweite Möglichkeit der Glukosamin-6-Phosphat-Synthese ist die direkte 
Phosphorylierung von Glukosamin. Durch die anschließende Acetylierung mit Acetyl-CoA 
entsteht N-Acetylglukosamin-6-Phosphat. Nach Umlagerung der Phosphatgruppe auf das C-Atom 
1 erfolgt die Bildung von UDP-N-Acetylglukosamin. Durch eine spezielle Epimerase entsteht UDP-
N-Acetylgalaktosamin. {Nakahara et al. 1991, Löffler et al. 1999}. 
Das Zusammenfügen zum fertigen Proteoglykan wird beispielhaft anhand einer 
Chondroitinsulfat-Kette beschrieben und in Abbildung 2.11 dargestellt. An die Hydroxylgruppe 







































eines Serylrestes des Core-Proteins wird ein Xyloserest gebunden, der von UDP-Xylosid geliefert 
wird. Dieser Prozess ist durch Xylosyltransferase katalysiert. Nacheinander erfolgt, mit Hilfe von 
zwei Galaktosyltransferasen, die Ankopplung von zwei Molekülen Galaktose. Daran erfolgt die 
Bindung von Glukuronsäure und N-Acetylgalaktosamin durch die Glukuronyl- und N-
Acetylgalaktosamintransferase. Im nächsten Schritt wird eine weitere Glukuronsäure angehangen. 
Die beiden letztgenannten Monosaccharide werden alternierend angekoppelt. Sie bilden die für 
das jeweilige Glykosaminoglykan typischen Disaccharideinheiten. Zuletzt werden die N-
Acetylgalaktosaminreste sulfatiert. Dazu werden Sulfatreste vom 3’-Phosphoadenosin-5’-

















  Abb. 2.9: Biosynthese von 
  UDP-Glukuronsäure  
  {Löffler et al. 1999} 
         
       
   Abb. 2.10: Biosynthese von N-Acetyl-Glukosamin {Löffler et al. 1999} 
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Abb. 2.11: Biosynthese des Chondroitinsulfats {Löffler et al. 1999}  
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Die Hyaluronsäure enthält kein Protein, ist somit auch kein Proteoglykan, sondern besteht aus 
einem repetitiven Disaccharid: (Glukuronat-β(1-3)N-Acetyl-Glukosamin-β(1-4))n Die Disaccharid-
einheiten werden Schritt für Schritt in Form ihrer Nukleosiddiphosphat-aktivierten 
Monosaccharide an die wachsende Zuckerkette mit Hilfe des Enzyms Hyaluronatsynthase 
angehangen {Löffler et al. 1999}.   
2.1.5  Zonale Gliederung des Knorpels 
Man unterscheidet beim hyalinen Knorpel die Zone des mineralisierten Knorpels, die an den 
subchondralen Knochen grenzt und mit ihm zapfenförmig in Verbindung steht, die Radiärzone, 
die Übergangszone und an der Oberfläche die Tangentialfaserzone (vgl. Abb. 2.12) {Deutzmann 
2007, Junqueira et al. 1996}.  
Die Zone des mineralisierten Knorpels dient der mechanischen Übertragung des Gelenkdrucks auf 
den subchondralen Knochen. Sie enthält viel Kalzium und wenig Zellen mit sehr geringer 
metabolischer Aktivität. In dieser Zone findet bis zum Abschluss des Wachstums die enchondrale 
Ossifikation statt. Die breite Radiärzone besitzt reichlich runde Chondrozyten mit gut 
ausgebildeten Zellorganellen, die im Wesentlichen die Extrazelluläre Matrix produzieren. In 
Knorpeln mit großer Dicke sind diese Zellen säulenförmig senkrecht zur Oberfläche gruppiert 
{Deutzmann 2007, Matzen 2002}. In dieser Zone befinden sich die kollagenen Fibrillen mit dem 
größten Durchmesser sowie die höchste Konzentration an 
Proteoglykanen. Die Chondrozyten weisen eine bis zu 
zehn mal höhere synthetische Aktivität als die Zellen der 
oberflächlichen Zone auf {Wong 1996}. In der 
Übergangszone finden sich wenig ovale Zellen 
{Buckwalter/Mankin 1998, Matzen 2002}. Die Tan–
gentialzone besteht aus zwei Schichten. Die 
oberflächlichste Schicht besteht aus feinen Fibrillen von 
Polysacchariden geringerer Masse und besitzt keine 
Zellen. Die darunter liegende Schicht verfügt über abge–
flachte, spindelförmige, parallel zur Oberfläche 
ausgerichtete, organellarme Zellen. Die von den 
Chondrozyten produzierte Matrix enthält eine hohe 
Konzentration an Kollagenen und wenig Proteoglykane 
{Aydelotte/Kuettner 1988, Buckwalter et al. 1990}. 
Von der Zone des mineralisierten Knorpels aus verlaufen die quergestreiften kollagenen Fibrillen 
senkrecht auf die Oberfläche zu und beschreiben im oberflächennahen Drittel einen arkaden-
förmigen Bogen, um in der Tangentialfaserzone oberflächenparallel zu verlaufen {Buckwalter/ 
 
Abb. 2.12:  Artikulärer Knorpel der medialen 
femoralen Kondyle eines Hasen. Das Gewebe 
ist in Zonen unterteilt: Zone des kalzifizierten 
Knorpels (1), Radiärzone (2), Übergangszone 
(3) und Superfizialzone oder 
Tangentialfaserzone (4) {Junqueira et al. 
1996}.  
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Mankin 1998, Matzen 2002}. Diese Anordnung der Fibrillen in der Tangentialschicht erhöht die 
Festigkeit des oberflächlichen Knorpels. So ist dieser in der Lage, den bei Bewegung einsetzenden 
Scherkräften standzuhalten {Buckwalter/Mankin 1998}. Die dicht gepackten Fibrillen verhindern 
zudem das Eindringen von großen Molekülen wie Antikörpern oder anderen Proteinen. Auch das 
Übertreten von großen Knorpelmolekülen in den Gelenkspalt wird durch sie erschwert. Die 
oberflächliche Tangentialschicht isoliert somit effektiv den Knorpel vom Immunsystem 
{Buckwalter/Mankin 1998}. Risse oder strukturelle Veränderungen in der kollagenen Matrix der 
superfiziellen Schicht sind erste Zeichen für die Degeneration von Knorpel {Deutzmann 2007}. 
Durch den nun ermöglichten Austausch von Molekülen zwischen Knorpel und Synovia kann das 
Immunsystem aktiviert oder eine Entzündungsreaktion ausgelöst werden {Buckwalter/Mankin 
1998}. 
2.1.6 Funktion 
Gelenkknorpel ermöglicht ein reibungsarmes Gleiten der Skeletteile (wie am Beispiel des Knies 
Oberschenkel, Unterschenkel und Patella) gegeneinander. Er zeichnet sich durch hydroelastische 
Verformbarkeit aus und kann so Druckbelastungen verteilen und Spitzenbelastungen des 
subchondralen Knochens minimieren. Er besitzt formgebende Eigenschaften, die die Kongruenz 
der artikulierenden Gelenkbestandteile zueinander erhöhen {Buckwalter/Mankin 1998, Junqueira 
et al. 1996, Pullig 2003}. 
2.1.7 Ernährung 
Nach Abschluss des Wachstums wird der Gelenkknorpel fast vollständig durch die Synovia 
(Gelenkschmiere) ernährt. Eine untergeordnete Rolle bei der Versorgung spielen in der Randzone 
die Gefäße der Membrana synovialis und bei Knorpeln mit großer Dicke die Gefäße des 
angrenzenden Knochens (vgl. Abb. 2.15) {Matzen 2002}. Wesentlich für den Stoffaustausch ist die 
Bewegung des Gelenks. Durch Belastung kommt es zum Flüssigkeitsaustritt, bei Entlastung wieder 
zu Rehydratisierung, was einen effizienten Stoffaustausch garantiert {Pullig 2003}. 
2.1.8 Regenerationsfähigkeit 
Während der Wachstumsphase sind die Chondrozyten teilungsfähig und vermögen somit im 
gewissen Umfang, mechanische, traumatische oder inflamatorische Defekte durch Proliferation 
von Chondrozyten und Synthese von ECM ohne Narbenbildung zu heilen. Im Erwachsenenalter 
ist die Fähigkeit des Knorpels, verletztes Gewebe zu regenerieren, sehr gering. Dies ist seiner 
avaskulären Natur, die den schlechten Zugang der Knorpelzellen zu Wachstumsfaktoren und 
andere Mediatoren bedingt sowie dem niedrigen Zell-Matrix-Verhältnis geschuldet (vergleiche 
Kapitel 2.2.3 traumatische Knorpelverletzung) {Chen et al. 1999, Niethard/Pfeil 1997, Matzen 2002, 
Frenkel/Di Cesare 2004, Rössler 1997}.  Die Frage, ob ein adulter Chondrozyt zur Mitose fähig ist, 
wird in der Literatur kontrovers diskutiert. Pfander et al. zeigten mit Hilfe von 
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immunhistochemischen Nachweisen eine vereinzelte Proliferation bei gesunden Chondrozyten 
und eine angeregte Proliferation bei Chondrozyten im arthrotischen Knorpel {Pfander et al. 2001}. 
Andere Autoren postulieren, dass es sich bei arthrotischen Chondrozyten um entdifferenzierte 
Zellen handelt, die Matrixmoleküle produzieren, die in gesunden Knorpel nicht vorkommen 
{Young et al. 2000, Eyre et al. 1980, Nerlich et al. 1993, Salter 1993}. Wieder andere Autoren 
sprechen dem adulten Chondrozyten die Mitosefähigkeit ganz ab {Matzen 2002}. Sicher ist, dass 
die intrinsische Heilungskapazität des adulten artikulären Knorpels zu gering ist, um bei einem 
höhergradigen Knorpelschaden  eine Restititio ad integrum zu erreichen. 
2.2 Das menschliche Gelenk 
Knochen können durch Synarthrosen oder Diarthrosen verbunden sein. Bei der Synarthrose 
handelt es sich um eine kontinuierliche, bindegewebige Verbindung ohne Auftreten eines Gelenk-
spaltes. Synchondrosen (knorpelhaft) sind eine Untergruppe der Synarthrosen. Das verbindende 
Gewebe besteht aus hyalinem oder Faserknorpel. Ein Beispiel für die Synchondrosen sind die 
Zwischenwirbelscheiben, Disci intervertebrales. Die Diarthrosen, Articulationes synoviales, sind 
echte Gelenke. Der Knochen ist diskontinuierlich mit dem Gelenkspalt verbunden. Die Gelenke 
variieren erheblich in ihrer Größe,  der Form der Gelenkflächen, ihrem Bewegungsspielraum, der 
Anzahl der artikulierenden Skelettteile und anderen Variablen. Gemeinsam sind jedoch allen 
echten Gelenken zwei Funktionen: Vermittlung der Beweglichkeit und Aufnahme des bei der 
Kraftübertragung entstehenden Drucks. Eine Diarthrose setzt sich immer aus dem Gelenkknorpel, 
dem Gelenkspalt, der Gelenkkapsel und den Gelenkbändern zusammen {Buckwalter/Mankin 




Abb. 2.13: schematische Darstellung 
eines Mustergelenks {Schiebler/Korf 
2007} 
 Abb. 2.14: Schematische Darstellung 
des Verlaufs der Kollagenfasern 
{Matzen 2002} 
 Abb. 2.15: Übergangszone zwischen 
vaskulär versorgtem Knochen und 
avaskulärem Knorpel  
Gelenkknorpel, Cartilago articularis 
Der hyaline Gelenkknorpel besitzt eine Dicke von 1 mm an den Fingergrundgelenken und bis zu 7 
mm an der Patella. Im klassischen Röntgenbild bildet er sich nicht ab, sondern stellt sich als 
scheinbarer Gelenkspalt dar {Matzen 2002}. Es handelt sich um ein hoch spezialisiertes Gewebe, 
dessen Eigenschaften bereits in den vorangegangenen Kapiteln detailliert dargestellt wurden.   
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Gelenkkapsel, Capsula articularis 
Die Knochenoberfläche ist zum größten Teil mit dem Periost, der Knochenhaut, fest verwachsen. 
Bei echten Gelenken löst sich das Periost dort, wo der Gelenkknorpel beginnt, setzt sich als 
Gelenkkapsel über den Gelenkspalt hinweg fort, um mit dem artikulierenden Nachbarknochen 
wieder eine feste Verbindung einzugehen. Die Gelenkkapsel besteht aus einer äußeren 
Faserschicht, Membrana fibrosa, und einer speziellen Innenhaut, Membrana synovialis. Diese setzt 
sich aus lockerem Fett- und Bindegewebe zusammen und bildet vaskularisierte Falten und Zotten 
{Schiebler/Korf 2007}. Die Membrana synovialis lässt sich histologisch in zwei Schichten 
unterteilen: in die gelenkwärts gelegene, synoviale Intima und in die Subsynovialis. Die Intima 
steht an der Grenze zwischen Knochen und Knorpel mit der Tangentialfaserzone des Knorpels in 
Verbindung. Sie wird aus Synovialzellen, modifizierten Bindegewebszellen, gebildet, die je nach 
Funktion in A- und B-Zellen unterteilt werden. Die A-Zellen sind zellorganellreich und zur 
Phagozytose fähig. Sie können das HLA-DR-Antigen an ihrer Oberfläche tragen, welches eine 
wesentliche Rolle bei der Entstehung der rheumatoiden Arthritis spielt. B-Zellen ähneln 
Fibroblasten. Die Subsynovialis verfügt über ein gut ausgebildetes Gefäßnetz, welches die Intima 
erreicht. Über eine Nervenversorgung, Vater-Pacini-Körperchen und freie Nervenendigungen 
hingegen verfügt nur die Subintima. Sie bilden zusammen mit den Ruffini-Körperchen der 
Membrana fibrosa, den Muskel- und Sehnenspindeln sowie den Hautrezeptoren den 
Ausgangspunkt für die Proprizeption, durch die eine koordinierte, stabile Bewegung der Gelenke 
erst möglich ist {Matzen 2002}. 
Gelenkhöhle, Cavitas articularis und Synovia. 
Die Gelenkhöhle ist vielmehr ein kapillarer Spalt. Er enthält eine geringe Menge an 
Gelenkschmiere (Synovia oder Synovialflüssigkeit) {Schiebler/Korf 2007}. Sie stellt ein 
Plasmadialysat dar, welches durch Produkte der A- und B-Zellen ergänzt wird. Es handelt sich um 
eine proteoglykanhaltige, hyaluronsäurereiche, schleimartige Flüssigkeit. Sie dient als Gleitmittel, 
wirkt in Grenzen stoßdämpfend und dient zur Ernährung des Knorpels und anderer 
intraartikulärer Strukturen. Entzündliche, aber auch degenerative Prozesse führen zu einer 
veränderten chemischen Zusammensetzung der Synovia {Matzen 2002}. Eine Verschmälerung des 
Gelenkspalts in der konventionellen Röntgendiagnostik gilt nach Ahlbäck als erstes 
bildmorphologisches Arthrosezeichen {Ahlbäck 1968}. 
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3  ERKRANKUNGEN DES GELENKKNORPELS 
UND DEREN THERAPIE  
 
Die Funktionseinheit Gelenk kann durch unterschiedliche Faktoren gestört werden. Nach Genese 
werden infektiöse, degenerative, metabolische und neoplastische Gelenkerkrankungen unterschie-
den. Diese sind von traumatischen Gelenkverletzungen abzugrenzen.  
Durch Strukturveränderungen an den Synovialkapillaren, durch altersbedingte Abnahme des 
Wassergehaltes in der Knorpelmatrix und durch quantitative und qualitative Veränderungen der 
Synovialflüssigkeit verschlechtert sich die Ernährungssituation der Knorpelzellen. Diese altersab-
hängigen, regressiven Veränderungen vermindern die viskoelastischen Eigenschaften des Knor-
pelgewebes, verursachen aber im Allgemeinen keine klinische Symptomatik und werden so auch 
keinem therapeutischen Management zugeführt {Niethard/Pfeil 1997, Matzen 2002}. Je akuter die 
Störung einsetzt, umso tiefgreifender ist die Schädigung. Bei langsam fortschreitenden Verände-
rungen stellt sich das Gelenk auf die Stressoren ein und kann durch morphologische Veränderun-
gen seine funktionelle Integrität über lange Zeit aufrechterhalten {Niethard/Pfeil 1997 1997}.  
3.1  Degenerative Gelenkerkrankungen - Arthrose 
Bei der degenerativen Gelenkerkrankung handelt es sich um eine Entartung der zellulären und 
extrazellulären Bestandteile des Knorpelgewebes. Sie geht einher mit einer sekundären Knorpel-
läsion und einer entzündlich bedingten Schrumpfung der Gelenkkapsel, die den subchondralen 
Knochen mit einbezieht. Synonym verwendet wird der Begriff Arthrose {Debrunner 2005}. Die 
morphologischen Veränderungen finden nicht immer ihr Korrelat in der klinischen Symptomatik 
{Rössler 1997}.  
Von der Arthrose abzugrenzen ist der Begriff Osteoarthritis (im angloamerikanischen Sprachraum 
sind die Begriffe gleichbedeutend). Bei dieser Erkrankung steht vielmehr die klinische Symptoma-
tik des Patienten als die destruktive Grunderkrankung im Vordergrund. Eine Arthritis kann asep-
tisch, bakteriell oder viral verursacht sein, ist jedoch immer entzündlich. Sie kann akut oder chro-
nisch verlaufen, verursacht immer Beschwerden und kann in einer Arthrose münden. Die Arthrose 
ist im Gegensatz dazu immer chronisch und fakultativ in der Symptomatik {Niethard/Pfeil 1997, 
Pschyrembel 2012}.  
Die medizinökonomische Bedeutung der Arthrose ist enorm. Um das 40. Lebensjahr lassen sich 
bereits bei der Hälfte der Bevölkerung röntgenmorphologisch degenerative Gelenksveränderungen 
nachweisen. Ab dem 65. Lebensjahr gibt es praktisch keinen Menschen mehr ohne sie. Subjektive 
Beschwerden werden jedoch im Durchschnitt nur von einem Viertel der Untersuchten angegeben. 
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(vergleiche Arthrose vs. altersabhängige regressive Veränderung vs. Arthritis) {Rössler 1997}. Ätio-
logisch beruht die Arthrose immer auf einem Missverhältnis zwischen Belastung und Belastungs-
fähigkeit des Gewebes {Debrunner 2005}. Die wesentlichen Ursachen, die zu einer arthrotischen 
Knorpeldestruktion führen können, sind in Tabelle 3.1 zusammengefasst.  
Pathophysiologisch tritt zu Beginn der Schädigung eine zunächst oberflächliche Fibrillierung und 
vertikale Rissbildung der Tangentialschicht auf, der später eine Vertiefung der Risse mit Verlust 
der Matrix folgt. Die Knorpelzellen scheinen auf den Verlust mit Zellteilung und Bildung soge-
nannter „Brutnester“ zu reagieren. Es kommt zu einer Freisetzung von vasoaktiven Substanzen, 
die sekundär eine Synovialitis induzieren und die Zerstörung in einem circulus vitiosus weiter vo-
rantreiben. Im Verlauf der Arthrose besteht die Tendenz der Chondrozyten, gelenkknorpelfremde 
Matrixmoleküle zu synthetisieren. Diese Mechanismen können zur vollständigen Freilegung des 
Knochens führen („Knochenglatze“). Auf vorwiegend mechanisch bedingte Schäden aufgrund lo-
kaler, chronischer Überlastungszustände reagiert das Gewebe langsam mit reparativen Verände-
rungen. Bei vorwiegend enzymatischen Prozessen ist die Reparationsfähigkeit des Gewebes zeit-
lich überfordert und es kommt zu raschem Knorpelverlust ohne morphologische Anpassungsreak-
tionen {Pullig 2003, Häuselmann/Hunziker 1997, Deutzmann 2007}. 
3.2 Traumatischer Knorpelschaden 
Bei einer traumatischen Knorpelverletzung handelt es sich im Gegensatz zum arthrotisch umge-
bauten Knorpel um einen isolierten Defekt. Liegt das Trauma erst kurze Zeit zurück, ist die umge-
bende Knorpeloberfläche intakt.  
Eine Studie über die Reaktion von menschlichem Gelenkknorpel auf ein stumpfes Trauma konnte 
zeigen, dass der Knorpel einer Druckbelastung von 25 N/mm2 (25 MPa) ohne manifeste Beschädi-
gung standhält. Erst Belastungen, die über diesen Grenzwert hinausgehen, verursachen Knorpel-
fissuren und den Untergang von Chondrozyten {Repo/Finlay 1977}. Das heißt, dass es bei einem 
Trauma einer höheren Gewalt bedarf, einen Knorpelbruch zu verursachen, als eine Fraktur eines 
Röhrenknochens. Haut {Haut 1989} konnte zeigen, dass der Druck, dem der Gelenkknorpel ausge-
setzt ist, wenn man auf ein Kniegelenk die Belastung aufbringt, die den Knochen brechen lässt, auf 
60% der Gelenksfläche den Druck von 25 MPa sogar noch übersteigt. Eine andere Studie {Torzilli et 
al. 1999} zeigte, dass sich die Belastung bis zum Chondrozytenuntergang in einem Bereich unter 25 
MPa befindet. Dies liegt darin begründet, dass nicht nur die Größe der Kraft Einfluss auf das 
Trauma hat, sondern auch die Orientierung der Belastung relativ zur Gelenksoberfläche und die 
Belastungsrate. Eine schnell aufgebrachte Kraft muss für einen vergleichbaren Schaden weniger 
groß sein als eine langsam aufgebrachte. Ist die traumatisierende Kraft groß genug kommt es zur 
Ruptur der makromolekularen Matrix und zur Beschädigung bzw. zum Untergang von Chondro-
zyten {Buckwalter et al. 1990}. Häufig kommt es zu einer Läsion des Knorpels zwischen der tiefen 
Schicht und dem kalzifizierten Knorpel {Häuselmann/Hunziker 1997}.  
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Tabelle 3.1: Ursachen von degenerativen Gelenkerkrankungen und vermuteter Mechanismus 
{Buckwalter/Mankin 1998, Niethard/Pfeil 1997, Matzen 2002, Siegenthaler 2005} 
 Gruppe  Ursache  vermuteter Mechanismus 
 Trauma  intraartikuläre Fraktur  Zerstörung des artikulären Knorpels und/oder 
Inkongruenz des Gelenks  
   Bandverletzungen  Gelenkinstabilitäten 
 akute und  
chronische 
 Gelenksbelastung mit sehr hohen Druck  Zerstörung des artikulären Knorpels und/oder 
des subchondralen Knochens 
 Überlastung  Deformitäten des Gelenkkörpers oder Dys-
plasien des Knorpels 
 unphysiologische Form des Gelenks, Inkongruenz 
der artikulierenden Flächen und/oder abnormer 
Knorpel  
   Achsenfehler der Extremitäten  Zonen starker Druckbelastung 
   Immobilisation  Zwangsstellung, Störung des metabolischen 





 bakterielle Arthritis  akute Entzündungsreaktion, Schädigung durch 
proteolytische Enzyme der Bakterien, lysosomale 
Enzyme der untergehenden Lymphozten, Radika-
le und Entzündungsmediatoren 
   postinfektiöse Arthritis  Pathogenese nicht bekannt, vermutlich spielen 
Erreger und immunologische Prozesse eine Rolle 
 Systemische 
Erkrankung 
 chronische Polyarthritis   ursächliche Pathogenese nicht geklärt, 3 Grund-
mechanismen: Entzündung mit Zytokinbildung, 
patholo. Immunantwort mit Rheumafaktorprod. 
und T-Zell-Aktivierung, Hyperplasie der Synovi-
almembran mit Aktivierung von Fibroblasten und 
Einwanderung von Makrophagen 
   Spondylitis ankylosans (Mb. Bechterew)  chronisch-proliferierende Synovialitis mit Kapsel-
fibrose und Ankylose 
   Psoriasis  seronegative Polyarthritis (siehe chr. Polyarthritis) 
   Mb. Paget  hochgradig gesteigerter Knochenumbau führt zu 
Inkongruenz oder Verformung der Gelenkflächen 
   Acromegalie  übermäßiges Wachstum des Knorpels führt zu 
pathologischen Morphologie des Gewebes 
und/oder zur Inkongruenz der Gelenkflächen 
   Ehlers-Danlos Syndom  durch Kollagendysplasie Gelenksinstabilität 
   Mb. Gaucher   durch Zerebrosidablagerungen Knochennekrosen 
und patholo. Frakturen, führen zu Inkongruenz  
   Stickler Syndrom (hereditäre progressive 
Arthro-Ophthalmopathie) 
 abnormer Umbau von Gelenken, Knorpel und 
Knochen 
   Hämophilie  multiple Einblutungen in das Gelenk 
   Hemochromatose  Eisenablagerungen 
   Ochronosis (chronischer Karbolvergiftung)  Ablagerung von Homogentisinsäure im Knorpel 
   Gicht  Akkumulation von Urat-Kristallen im artikulären 
Knorpel  
   Chondrokalzinose  durch Kalziumpyrophosphatkristalle akut ausge-
löste Entzündung 
   Neuropatische Arthrophiene (Syphilis, 
Diabetes mellitus, Syringomyelie, Myelo-
meningozele, Lepra, Amyloidose) 
 Der Verlust an Propriozeption führt zu häufigeren 
Verletzungen, Instabilität der Gelenke und intra-
artikuläre Frakturen   
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Die Knorpelschäden lassen sich numerisch oder deskriptiv klassifizieren. Derzeit lassen sich mehr 
als 20 verschiedene Klassifikationen in der Literatur finden. Aufgrund ihres arthroskopischen Er-
scheinungsbildes unterteilt Outerbridge {1961} Knorpelschäden in vier Schweregrade (vgl. Abb. 
3.1). Diese Klassifikation wurde 1997 von der International Cartilage Repair Society 
{www.cartilage.org} modifiziert und ist im klinischen Alltag verbreitet. Grad I beschreibt eine 
Knorpelerweichung (Abb. 3.1 A), jedoch glatt erhaltene Oberfläche ohne Fibrillation. Der Befund 
wird intraoperativ bei der Festigkeitsprüfung mittels Tasthaken erhoben. Ein zweitgradig geschä-
digter Knorpel weist oberflächliche Knorpelaufbrüche und Fissuren auf (Abb. 3.1. B). Bei Grad III 
bestehen tiefe Fissuren und Lappenbildungen, die den subchondralen Knochen jedoch noch nicht 
erreichen {Abb. 3.1 C). Liegt der Knochen völlig frei und wird nicht mehr von Knorpel bedeckt, 
liegt ein Knorpelschaden Grad IV vor (Abb. 3.1 D) {Frenkel et al. 2004, Bös/Ellermann 2003}. Die 
oberflächlichen Läsionen haben keine Verbindung zum Knochenmark.  

























Nach einem Trauma mit Eröffnung des subchondralen Knochenmarks kommt es nach Shapiro et 
al. {1993} zu einer reproduzierbaren physiologischen Reaktion. Blut aus dem Markraum dringt in 
die Läsion ein, es bildet sich ein Fibringerinnsel. Im Laufe von 2-5 Tagen wandern pluripotente 
mesenchymale Stammzellen ein und durchsetzen das Gerinnsel. Nach einer weiteren Woche ist 
das Fibringerinnsel resorbiert. Die Zellen differenzieren sich zu Chondrozyten und beginnen mit 
der Proteoglykansythese. Es kann zu einer vorübergehenden Zunahme der mitotischen und meta-
bolischen Aktivität der überlebenden Chondrozyten an den Defekträndern kommen. Nach etwa 
zwei Wochen lässt diese regenerierende Aktivität nach {Shapiro et al. 1993}. Die initialen Ergebnis-
se können individuell gut sein. Ein suboptimales Ergebnis ergibt sich jedoch bei vielen Patienten 
aus der Tatsache, dass das Regenerat histologisch einem Faserknorpel (erhöhter Proteoglykan- und 
reduzierter Kollagengehalt) entspricht und so unzureichende morphologische Eigenschaften auf-
weist {Jackson et al. 2001} Weiterhin problematisch ist, dass der neu gebildete Knorpel nur unzu-
reichend in den umliegenden Knorpel integriert wird {Häuselmann/Hunziker 1997}. Häufig ist die 
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Antwort auf die Regenerationsversuche des Körpers entzündlicher Natur {Petersen 2000, Glowacki 
2000}. Es kann also weder funktionell noch histochemisch von einer Reparation des Defekts ge-
sprochen werden {Valhmu et al 1998}. Bei einem oberflächlichen Defekt, der den subchondralen 
Knochen nicht erreicht, treten diese Reparaturmechanismen nicht ein. Derartige Läsionen heilen 
nicht und zeigen auch nach mehreren Monaten eine unveränderte Reaktionslage {Häusel-
mann/Hunziker 1997}. 
Ein unbehandelter Knorpeldefekt kann durch sukzessive Knorpelzerstörung und Gelenkdegenera-
tion bis zur Arthrose fortschreiten {Buckwalter/Mankin 1998, Colwell et al. 2001}. Die traumati-
schen Knorpelschäden müssen daher als präarthrotische Konditionen angesehen werden {Kerr 
1999, Gaissmaier et al. 2003}. Das Risiko, an einer vorzeitigen Kniegelenksarthrose zu erkranken, ist 
bei jungen Patienten mit einem anamnestischen Knorpelschaden um den Faktor drei erhöht {Mess-
ner 1994}. Die kritische Defektgröße, bei der eine therapiebedürftige Begleitsymptomatik auftritt, 
wird von verschiedenen Autoren mit ca. 2 cm2 angegeben {Homminga et al. 1990, Brittberg et al. 1996}. 
3.3   Therapie der Gelenkerkrankungen   
Alle Behandlungsansätze der degenerativen Gelenkerkrankungen sind symptomatisch. Eine kau-
sale Therapie existiert nicht. Die Behandlung orientiert sich an den Hauptsymptomen Schmerz, 
Schwellung und Bewegungseinschränkung {Niethard/Pfeil 1997}. Daher muss die Prävention der 
degenerativen Gelenkerkrankungen aus therapeutischer Sicht eine entscheidende Rolle spielen 
{Debrunner 2005}. Die traumatischen Knorpelläsionen gehören, wie in Kapitel 2.2.3 beschrieben, zu 
den präarthrotischen Deformitäten. Ihre Therapien, im speziellen die Autologe Chondrozyten-
transplantation (ACT), sollen in dieser Arbeit im Mittelpunkt der Betrachtung stehen.  
3.3.1  Therapeutische Grundlagen  
Eine systemische oder lokale medikamentöse Therapie, die Einfluss auf die Wiederherstellung des 
geschädigten Knorpels nimmt, ist derzeit nicht bekannt {Jubel et al. 2002}. Die chirurgischen The-
rapiemöglichkeiten von Gelenkknorpelschäden sind in Tabelle 3 zusammengefasst.  
Tabelle 3.2: Chirurgische Behandlungsmöglichkeiten von Gelenkknorpeldefekten {Jubel 2002}  
Arthroskopische  
Basistherapie  
 Stimulierende Methoden  Regenerierende Methoden  
Gelenklavage  Pridie-Bohrung  Periost- und Perichondrium-Transplantation 
Débridement  Mikrofrakturierung   Osteochondrale Transplantate 
 Abrasionsarthroskopie  Autologe Chondrozytentransplantation (ACT) 
 
Bei der operativen Therapie von Gelenkknorpeldefekten unterscheidet man grundsätzlich zwi-
schen stimulierenden und reparierenden Methoden. Pridie-Bohrungen, Abrasionsarthroplastiken 
und Mikrofrakturierungen fördern die intrinsische Heilungskapazität, wobei die Bildung von fa-
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serknorpeligem Ersatzgewebe induziert wird. Diese Techniken gehören zu den stimulierenden 
Methoden. Zu den reparierenden Methoden, deren Ziel die Bildung eines biologischen Knorpelre-
generats ist, zählen die Mosaikplastiken, die verschiedenen Formen der Autologen Chondrozyten-
transplantationen und die osteochondrale Zylindertransplantation {Jubel et al 2002, Häusel-
mann/Hunziker 1997}. Die Wahl der Therapie wird beeinflusst durch die Anzahl und Lokalisation 
der Defekte, die Defektgröße, das Alter und das Körpergewicht des Patienten, die Symptomatik 
und die Knieinstabilität. Gleichzeitig bestehende Meniskusschäden, Achsenfehlstellungen oder 
Bandinstabilitäten des betroffenen Gelenks müssen bei der Therapieentscheidung ebenfalls berück-
sichtigt und in das Behandlungskonzept integriert werden {Jubel et al. 2002, Burkart/Imhoff 2000}. 
Die Ergebnisse der stimulierenden oder reparierenden Rekonstruktion des Defektes lassen sich in 
einer subjektiven Beschwerdebesserung, durch bildgebende Verfahren (vor allem MRT) und durch 
die histologischen Kontrollen beurteilen. Der klinische Erfolg lässt sich anhand von Bewertungs-
systemen (z.B. Meyers-, Tegner-, Lysholm-Gillquist-Score) evaluieren {Bachmann et al. 2004} 
Schreitet der Knorpeldefekt bis zur Arthrose fort, kommt oftmals als einzige Therapieoption die 
Implantation eines künstlichen Gelenks in Betracht. Bei der Erfolgsbeurteilung der endoprotheti-
schen Behandlung wird grundsätzlich zwischen zwei Patientengruppen differenziert: das jüngere 
Patientengut, das an einer posttraumatischen Osteoarthritis erkrankt ist und ältere Patienten, deren 
Erkrankungsgenese idiopatischer oder chronischer Natur ist. Während für die älteren Patienten der 
Gelenkersatz eine adäquate Therapie in Bezug auf Schmerzen und Funktionsfähigkeit darstellt 
{Häuselmann/Hunziker 1997}, ist die Behandlung von jüngeren, aktiven Patienten mit Kunstge-
lenken problematisch. Die Langzeitergebnisse sind in Bezug auf die Lockerungshäufigkeit schlecht 
und gehen mit einem erheblichen Verlust an Lebensqualität einher {Jubel et al. 2002}. Die durch-
schnittliche Prothesenstandzeit eines erstimplantierten Hüftgelenks wird mit 10 bis 15 Jahren an-
gegeben {Malchau et al. 2002}, nach erfolgter Wechseloperation ist mit einer wesentlich früheren 
Auslockerung zu rechnen. Aufbraucherscheinungen der verwendeten Materialien, Metallbrüche 
und Infektionen sind ebenso beschriebene Komplikationen {Niethard/Pfeil 1997}. So gilt der künst-
liche Gelenkersatz als ultima ratio Therapie bei symptomatischen Arthrosepatienten.  
3.3.2  Arthroskopische Basistherapie  
Das arthroskopische Débridement mit Gelenklavage ist die Basistherapie bei allen arthroskopi-
schen Knorpeleingriffen. Neben der Gelenksspülung beinhaltet das Débridement die Entfernung 
freier Gelenkpartikel sowie die Glättung lockerer, aufgefaserter und degenerierter Knorpelanteile 
(Shaving). Es dient der temporären Entfernung von Entzündungsmediatoren {Bouillon et al. 2003}. 
Die arthroskopische Gelenklavage mit Débridement ist eine minimal-invasive, symptomatische 
Behandlung, die weder die Regeneration der Gelenkflächen stimuliert noch das Fortschreiten der 
Knorpelschädigung und die Entwicklung einer Arthrose verhindern kann {Jubel et al. 2002, Häu-
selmann/Hunziker 1997, Moseley et al. 2002}. Schneider und Mitarbeiter {1999} betrachteten in ei-
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ner retrospektiven Studie 182 Patienten, die bei einer III- bis IV-gradigen Arthrose einem arthro-
skopischen Débridement unterzogen wurden. In 66% der Fälle führte der Eingriff zu einer mindes-
tens ein Jahr anhaltenden Besserung der Symptomatik. Über 5 Jahre hielt die Beschwerdebesserung 
nur in 1/3 der Fälle an und 10 Jahren nach Arthroskopie profitierten noch rund fünf Prozent der 
Operierten von einer Linderung. Noch eindrucksvoller ist die Studie von Moseley et al. {2002}. 180 
Patienten mit einer radiologisch dokumentierten Arthrose wurden zu je einem Drittel arthrosko-
piert und débridiert,  „nur“ arthroskopiert oder einer Placebo-Operation (setzen der Hautschnitte 
und Einspielen eines Videos auf dem Arthroskopiebildschirm) unterzogen und anhand eines 
Schmerz- und Funktionsscore 24 Monate später nachuntersucht. In allen drei Gruppen ließ sich 
eine leichte Beschwerdebesserung nachweisen.  
3.3.4  Stimulierende operative Methoden 
Allen stimulierenden Methoden gemein ist die Eröffnung des subchondralen Knochens, um aus 
pluripotenten Stammzellen Chondrozyten zu rekrutieren. Die ablaufenden Regenerationsprozesse 
sind denen der intrinsischen Regeneration bei einem hochgradigen Knorpeldefekt entsprechend. 
So kommt es nach allen stimulierenden Methoden zur Bildung eines fibrinösen Koagels, welches 
den Defekt bedeckt. Wird das Gelenk vor starker Belastung geschützt, wandern undifferenzierte 
mesenchymale Stammzellen ein, die das Koagel organisieren. Die Stammzellen proliferieren, diffe-
renzieren sich zu Zellen mit den morphologischen Eigenschaften von Chondrozyten und bilden ein 
Faserknorpelregenerat {Shapiro et al. 1993, Hunziker 2002}. Abbildung 3.2-3.4 zeigt die Knochen-
markstimulation der verschiedenen Techniken im Überblick.  
3.3.4.1 Pridie-Bohrungen 
Bereits 1959 beschrieb Pridie {1959} die nach ihm benannte Technik als erste stimulierende Metho-
de. Bei der Bohrung erfolgt die Eröffnung des subchondralen Knochens mit Hilfe eines 2 mm-
Bohrers oder mit einem dicken K-Draht (Abb. 3.2). Die Maßnahme erfolgt nicht isoliert sondern in 
Kombination mit Meniskektomie, partieller Synovektomie, Entfernung von freien Knorpel- oder 
Knochenstückchen und Knorpelglättung im Rahmen des Débridement. Nach einer sechs- bis 
achtwöchigen Entlastung ist ein faseriger Ersatzknorpel entstanden, der den Defekt ausfüllt. Vor-
teil der Methode ist die einfache Durchführbarkeit ohne aufwendige Spezialinstrumente und die 
arthroskopische Anwendbarkeit {Müller/Kohn 1999}. Die Hauptkomplikationen sind die im Um-
feld der Bohrerspitze entstehenden Hitzenekrosen und die Destabilisierung der darunter liegenden 
Knochenschicht {Steadman et al. 2002}. Die Pridie-Bohrung ist heute durch die Mikrofrakturierung 
weitgehend abgelöst {Lüring et al. 2004}.  
3.3.4.2 Abrasionsarthroplastiken 
L. Johnson {1991} führte mit der Abrasioplastik eine arthroskopische Technik ein, bei der mit einem 
Shaver das Gewebe bis zum subchondralen Knochen abgetragen wird (Abb. 3.3). Er zeigte, dass es 
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nach dieser arthroskopischen Abrasio zur Bildung einer fibrokartilaginösen Gelenksoberfläche 
kommt, die in ihrer Zusammensetzung unterschiedlich sein kann. Bei einigen Patienten kommt es 
zu Ausbildung von dichtem fibrösen Gewebe mit wenig oder keinem Kollagen Typ II. Bei anderen 
Patienten kommt zu einer Gewebsbildung, die dem hyalinen Knorpel ähnelt und vorwiegend Kol-
lagen Typ II aufweist. Ähnlich kontrovers wird diese Methode auch von anderen Autoren disku-
tiert. 67% der Patienten erfuhren nach einer Studie von Bert et al. {1989} Besserung. Johnson {1986} 
fand hingegen nur bei 12% der Patienten ein gutes Ergebnis. Die Abrasioplastik ist von anderen 
Methoden weitgehend abgelöst und findet nur noch selten klinische Anwendung {Lüring 2004}. 
3.3.4.3 Mikrofrakturierung 
 Die Mikrofrakturierung (Abb. 3.4} ist eine Modifikation der vorgenannten stimulierenden Techni-
ken. Sie wurde 1985 von Steadman einführt und ist bei IV-gradigen Knorpelschäden indiziert 
{Bernholt 2003}. Die maximale Defektgröße für den sinnvollen Einsatz dieser Methode wird mit 8 
cm2 angegeben. Voraussetzung für eine erfolgreiche Anwendung sind eine erhaltene Integrität des 
Meniskus, der Ausschluss einer höhergradigen Achsenfehlstellung und ein stabiles Gelenk {Stead-
man 2002}.  Die Technik umfasst ein präzises Debridement, die Schaffung stabiler Knorpelränder 
und die Abtragung der Sklerosezonen am Grund des Defekts. Anschließende wird der subchond-
rale Knochen mit gebogenen Ahlen (wie in Abb. 3.4 gezeigt) orthograd etwa 4-5 mm tief,  in Ab-
ständen von 3-4 mm perforiert. Die eingewanderten Fibroblasten organisieren unter günstigen me-
chanischen Bedingungen (Gelenkbewegung ohne Belastung) das Blutkoagel zu einem Regenerat, 
welches morphologisch Faserknorpel entspricht {Bernholt 2003}. Der Anteil an Typ II Kollagen liegt 
in experimentellen Studien unter 50% {Buckwalter 1998, Steadman 1998, Browne 2000}. In klini-
schen Studien haben kleine Defekte an der Femurkondyle die besten Ergebnisse erbracht. Es sind, 
bei Beachtung der Indikationsstellung und adäquater Nachbehandlung, gute Ergebnisse bis zu 
einer Dauer von 4 Jahren in über 80% der Fälle zu erwarten {Steadman 1998}. Um den Umbau des 
Koagels zu ermöglichen, sollte der Patient das behandelte Knie für 6 Wochen entlasten und kran-







Abb. 3.2:  schematische Darstellung 
einer Pridie-Bohrung mittels Bohrer 
{Jubel 2002} 
  
Abb. 3.3:  schematische Darstellung 
der Abtragung des subchondralen 
Knorpels mittels Shaver {Jubel 2002} 
  
Abb. 3.4:  schematische Darstellung 
einer Mikrofrakturierung mittels 
Ahle {Jubel 2002} 
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Ein Vorteil der Mikrofrakturierung gegenüber der Pridie-Bohrung ist, dass die Ahlen im Gegensatz 
zum Bohrer keine Hitzenekrosen im umgebenden Knorpel verursachen. Zudem können durch ver-
schiedenen Krümmungen der Ahlen fast alle Regionen über die arthroskopischen Standardportale 
erreicht werden {Steadman et al. 1998}. Die Methode erfreut sich großer, klinischer Akzeptanz. Eine 
2003 durchgeführte Befragung von 230 orthopädischen und unfallchirurgischen Kliniken zeichnete 
die Mikrofrakturierung bei Knorpeldefekten Grad IV als das am häufigsten angewandte Verfahren 
aus {Lüring et al. 2004}.  
3.3.5 Reparierende operative Methoden  
3.3.5.1 Periost- und Perichondrium-Transplantation 
Die Autologe Transplantation von Periost ermöglicht es, ein reparatives kartilaginöses Gewebe zu 
bilden, welches Knorpeldefekte ausfüllen kann {Engkvist/Wilander 1979}. Die reparativen Eigen-
schaften des Perichondriums wurden bereits 1925 durch Haebler beschrieben. Diese Ergebnisse 
konnten in jüngerer Zeit reproduziert werden {Amiel et al. 1985, Billings et al. 1990} und wurden 
versuchsweise am Menschen angewandt {Nakahara et al. 1991}. Homminga et al. {1990} behandelte 
25 Patienten (30 Defekte) mit Rippenperichondriumtransplantaten und konnte ein Jahr post OP bei 
28 (93%) Defekten eine Ausfüllung mit kartilaginösem Gewebe zeigen, die sich auch histologisch 
als hyaliner Knorpel bestätigte. Diese vielversprechenden Ergebnisse konnten im zeitlichen Verlauf 
weder bei der Periost- noch bei der Perichondrium-Transplantation bestätigt werden, vielmehr 
nimmt die Gewebequalität an der transplantierten Stelle mit der Zeit deutlich ab {Lüring et al. 
2004, Gaissmaier et al. 2003, Angermann et al. 1998}. Reine Periostlappentransplantationen werden 
nur von sehr wenigen Kliniken in Deutschland angeboten.  
3.3.5.2 Osteochondrale Transplantate (OCT) 
Bei der OCT werden unterschiedlich große Knorpel-Knochenzylinder an gering belasteten Knor-
pelzonen entnommen und in den Defekt der Belastungszone transplantiert. Für dieses Verfahren 
sind Knorpelschäden bis zu einer Größe von 3 mal 2 cm indiziert. Ebenfalls zum Indikationsgebiet 
gehört die Osteochondrosis dissecans sowie subchondrale Nekrosen, die eine Tiefe von 10 mm 
nicht überschreiten {Burkart et al. 2001}.   
Die OCT kann offen oder arthroskopisch durchgeführt werden. Die Basis für diese Therapie bildet 
eine präoperative Kernspintomographie (MRT), durch die Größe und Lokalisation des Defekts und 
die Eignung potenzieller Spenderregionen überprüft werden können. Die zylindrischen Autografts 
haben einen Durchmesser von 5 bis 15 mm und werden mit einer press-fit Technik eingebracht 
(Abb. 3.5 A). Das heißt, dass der Spenderzylinder ca. 0,3 mm größer ist als das Aufnahmebett. Das 
Transplantat wird so ohne weitere Fixation fest implantiert {Abb. 3.5 B} {Burkart et al. 2001}.   
 










Abb. 3.5 A:  Schematische Darstel-
lung der OCT nach Einbringen der 
Spenderzylinder {Jubel et al 2002} 
 B:  Intraoperatives Bild der einge-
brachten Zylinder {Burkart et al 
2001} 
 C: Postoperativer MRT-Befund der 
noch nicht konsolidierten Knochen-
Knorpel-Zylinder {Burkart  et al 2001} 
Das Hauptproblem der Therapie liegt trotz initial guter klinischer Ergebnisse (Abb. 3.5 C) in der 
fehlenden Langzeitstabilität der Transplantate. Der transplantierte hyaline Knorpel wird in Faser-
knorpel mit verminderter biomechanischer Belastbarkeit transformiert und assimiliert nur mangel-
haft mit dem umliegenden Knorpelgewebe {Brucker et al. 2002, Weise et al. 2000}. Bei großen De-
fekten lässt sich nicht immer die erforderliche Oberflächenkongruenz erzeugen, was sekundär zu 
einem Zylinderversagen führen kann. Auch die Morbidität an der Entnahmestelle ist problema-
tisch. Nicht selten ist die Verfügbarkeit transplantierbaren Materials beschränkt {Lüring et al. 2004}. 
Für das Verfahren spricht, dass es mit einem moderaten technischen Aufwand realisierbar ist und 
im Gegensatz zur Autologen Chondrozytentransplantation in einem einzigen operativen Eingriff 
durchgeführt werden kann.  
Meyers et al. {1989} behandelte und untersuchte 39 Patienten über 10 Jahre. 9 (22,5%) Transplantate 
fielen aus, 31 (77,5%) waren erfolgreich, davon 13 mit einem ausgezeichneten Ergebnis. Funke 
{1994} benutzte diese Methode bei 42 Defekten, die durch Osteochondrosis dissecans bei Jugendli-
chen unter 16 Jahren entstanden waren. Er verzeichnete 10 Jahre nach OP in 81 Prozent der Fälle 
ein gutes bis ausgezeichnetes Ergebnis. Trotz dieser guten klinischen Ergebnisse hält die OCT nur 
langsam Einzug in den klinischen Alltag. Zwar gaben 62,7% der 2003 befragten Kliniken (n= 230) 
an,  dass die OCT grundsätzlich durchgeführt wird, es zeigte sich jedoch, dass die überwiegende 
Mehrheit der Kliniken derartige Eingriffe in weniger als 10 Fällen pro Jahr anwendet {Lüring et al. 
2004}. Die Arbeitsgemeinschaft „Geweberegeneration und Gewebeersatz“ empfiehlt den Einsatz 
der OCT für den Fall, dass alternative Verfahren vor allem aufgrund der knöchernen Defekttiefe 
nicht mehr indiziert sind {Behrens et al. 2004, Gross 2002}.   
3.3.5.3 Transplantation autologer Chondrozyten und  mesenchymaler Stammzellen  
Die Autologe Chondrozytentransplantation (ACT) ist neben der Transplantation von mesenchyma-
len Stammzellen eine der Methoden, die sich großen wissenschaftlichen Interesses erfreut. Sie gilt 
als das zuverlässigste Rekonstruktionsverfahren bei erwachsenen Patienten mit einer Defektgröße 
ab 4 cm2 {Behrenset al. 2004} und scheint den anderen hier aufgeführten Verfahren überlegen zu 
sein {Gaissmaier et al. 2003}. Bei der ACT werden autologe Zellen verschiedener Herkunft isoliert, 
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in vitro kultiviert und in den vorbereiteten Defekt transplantiert {Häuselmann/Hunziker 1997, 
Brittberg et al. 1996}. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass das Transplantat sich häufig zu 
einem Knorpelgewebe entwickelt, welches dem gesunden Gelenkknorpel nach einer Umbauphase 
in seinen biomechanischen und histologischen Eigenschaften sehr nahe kommt {Peterson et al. 
2000, Roberts et al. 2001, Henderson et al. 2003, Briggs et al. 2003}. Damit wird intraartikulär die 
Oberflächenkongruenz mit dem Ziel wiederhergestellt, die hohe Inzidenz der Arthrose im Spon-
tanverlauf zu senken {Gaissmaier et al. 2003, Buckwalter et al. 2004, Hunziker 2002}.  In retrospek-
tiven Studien wird auch nach einer Verlaufszeit von mehr als 10 Jahren von überwiegend guten bis 
sehr guten Ergebnissen berichtet {Peterson et al. 2002, Peterson et al. 2003}.   
Methodik 
Bei der ACT handelt es sich um eine anspruchsvolle Methode mit biotechnologischen Verfahrens–
anteilen (vgl. Abb. 3.6) {Glowacki 2000}. Sie lässt sich in folgende Teilabschnitte gliedern {Brittberg 
et al. 1994, Behrens et al. 2004}:  
•  Indikationsstellung und arthroskopische Entnahme eines autologen Knorpelbiopsats  
•  Isolation der Chondrozyten und Anzucht dieser in einer Zellkultur 
•  Qualitatives und quantitatives Monitoring  
•  Retransplantation des Konstrukts in die vorbereitete Knorpeldefektzone innerhalb eines offenen  
     Zweiteingriffs 
•  konsequente Nachbehandlung und Beübung, sowie Kontrolle der Therapie 
 
Abb. 3.6 :  Schematische Darstellung der autologen Knorpelzelltransplantation: Knorpelzellentnahme, Zellvermehrung und 
Monitoring sowie Retransplantation {Jubel et al. 2002} 
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Indikation 
Die ACT ist vor allem für die Rekonstruktion posttraumatischer Knorpeldefekte geeignet. Um ei-
nen optimalen Therapieerfolg zu gewährleisten, darf es sich maximal um zwei nicht korrespondie-
rende Defekte handeln, deren Umgebungsknorpel tragfähig und gesund sein muss. Des Weiteren 
muss das Gelenk stabil sein, das heißt, Menisken und Bänder müssen intakt sein und es bedarf in-
takter korrespondierender Gelenkflächen. Die Beinachsen müssen physiologisch korrekt gestellt 
oder korrigiert sein. Auch die freie Gelenkbeweglichkeit gehört zu den Grundvoraussetzungen für 
eine ACT {Behrens et al. 2004}. 
Wie bereits beschrieben, verfügt der Knorpel während des Wachstums über ein intrinsisches Rege-
nerationspotenzial. Daher sollte die ACT bei Patienten, deren Wachstumsfugen noch nicht ge-
schlossen sind, nicht als primäres Behandlungsverfahren eingesetzt werden. Als obere Altersgrenze 
empfiehlt die Arbeitsgemeinschaft „Geweberegeneration und Gewebeersatz“ ein Alter von ca. 50 
Jahren. Diese Empfehlung sollte jedoch nicht als harte Grenze gesehen werden, da biologisches 
und kalendarisches Alter nicht immer korrelieren {Behrens et al. 2004}.  
Eine Defektgröße von 2,5 cm2 bis 10 cm2 eignet sich für die ACT {Behrens et al. 2004}. Am Defekt-
grund sollte eine intakte subchondrale Knochenlamelle vorliegen. Tiefe Defekte mit knöchernem 
Substanzverlust bedürfen einer vorhergehenden Rekonstruktion {Steinwachs et al. 1999}.  
Transplantat 
Während zur operativen Durchführung der Entnahme von Knorpel zur ACT bereits detaillierte 
Empfehlungen vorliegen {Behrens et al. 2004}, existieren weder zur Erzeugung der Zellpräparate 
noch zum qualitativen Monitoring anerkannte Protokolle oder vergleichende, valide Untersuchun-
gen {Behrens et al. 2004, Schneider et al. 1999}. Der Erfolg der Transplantation ist neben der Beach-
tung der Indikation und der hier nicht näher dargestellten Ausschlusskriterien aber vor allem von 
der Qualität des Transplantats abhängig. Es konnte gezeigt werden, dass die Zellvitalität und der 
Phänotyp der Chondrozyten mit ihrer Syntheseleistung für ECM korrelieren {Gaissmaier et al. 
2005, Dell’Accio et al. 2004, Benz et al. 2002}.  Da an dieser Stelle der Fachbereich der Medizin ver-
lassen wird und nähere Erkenntnisse im Gebiet der Biotechnologie zu finden sind, soll die Kon-
struktherstellung in einem eigenständigen Kapitel detailliert betrachtet werden.  
3.4 Tissue Engineering am Gelenkknorpel 
Der Begriff Tissue Engineering {Langer/Vacanti 1993} im Sinne der regenerativen Medizin be-
schreibt die in-vitro-Kultivierung von Geweben mit dem Zweck,  diese zu transplantieren um die 
Gewebefunktion zu erhalten oder wiederherzustellen.  Es beinhaltet die Verbindung eines struktu-
rellen Gerüsts (synonym Matrix oder Scaffold) biologischen oder synthetischen Ursprungs mit le-
benden Zellen zu komplexen Konstrukten {Griffith et al. 1997}.  Besonderes Interesse besteht am 
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Zusammenspiel der gewebsfremden und autologen Komponenten, der Suche nach standardisier-
ten Kulturbedingungen und geeigneten Kulturmethoden, die ein, den in-vivo Bedingungen mög-
lichst ähnliches Wachstum der Zellen ermöglichen {Freed et al. 1997}. Während die Proliferation 
und Differenzierung einzelner Zellreihen heute bereits standardisierten Einsatz erfährt, gestaltet 
sich die Züchtung ganzer Gewebe oder Organe weiterhin schwierig.   
Dabei ist das Interesse an autologer Transplantation nicht neu. Bereits im 19. Jahrhundert beschrieb 
Prudden im American Journal of the Medical Sciences die Transplantation von Kaninchenknorpel 
in die Subcutis der Tiere, nachdem der Knorpel kurzfristig in 0,5%iger Kochsalzlösung kultiviert 
wurde {Prudden 1881}. Carrel spekulierte 1912 in seinem Artikel „The preservation of tissue and its 
application in surgery“ über die Möglichkeiten, verschiedenste menschliche Gewebe zu kultivieren 
{Carrel 1912}. In den 40er Jahren wurde das Tissue Engineering durch die Einführung von Antibio-
tika und durch die reproduzierbare Zusammensetzung der Kulturmedien revolutioniert {Huch et 
al. 2002}. In den 80er Jahren wurde in Schweden die Autologe Chondrozytentranspantation i.e.S. 
entwickelt. 1994 veröffentlichte Brittberg et al. die ersten Ergebnisse am Menschen {Brittberg et al. 
1994}.  Jüngste Weiterentwicklungen erhalten in einer dreidimensionalen Kulturtechnik den Phä-
notyp der Chondrozyten. 
Angestrebte Ziele des Tissue Engineerings am Gelenkknorpel sind: 
•  In-vitro-Herstellung einer gewebsfremden Matrix, die Chondrozyten unter Erhalt ihres Phäno-
typs aufnimmt 
•  Standardisierung der Kulturbedingungen unter denen die Chondrozyten optimal proliferieren 
und ECM produzieren 
•  Einführung und Etablierung von Methoden, die das qualitative und quantitative Monitoring 
des Konstrukts ermöglichen   
•  Optimierung der Zellgewinnungs- und Transplantationsmethoden 
•  Postoperative Integration des Konstrukts in das umliegende Gewebe  
•  Intraartikulärer Abbau der Matrix umgekehrt proportional zum Aufbau neuen Knorpels  
•  Optimale Gewebseigenschaften des Transplantats auch in Langzeitstudien  
3.4.1  Matrix  
Die konventionelle ACT verwendet keinerlei Trägermaterial. Vielmehr wird eine Zellsuspension 
mit 106 Zellen pro cm2 Defektfläche unter einen Periostlappen transplantiert {Brittberg et al. 1994}. 
Häufigste Komplikation ist die sekundäre Transplantathypertrophie, welche vom Periostlappen 
ausgeht {Henderson et al. 2004, Peterson et al. 2000}. Um dieser und weiteren beschriebenen Kom-
plikationen {Fritz et al. 2005, Behrens et al. 2004} entgegen wirken zu können, wurde die Trägerge-
koppelte ACT (synonym Matrixgekoppelte ACT) entwickelt {Hunziker 2002, Gaissmaier et al. 
2003}. Hierbei werden in eine Matrix (Scaffold) Chondrozyten eingesät {Bartlett et al. 2005}. Die 
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Verwendung solcher Trägermaterialien ermöglicht eine gleichmäßige Verteilung der Chondrozy-
ten und vereinfacht die intraoperative Handhabung. Eine Naht durch den intakten Gelenkknorpel 
zur Verankerung ist nicht mehr notwendig, da die Konstrukte direkt in die präparierte Defektzone 
geklebt werden können. Die Matrix-gekoppelte ACT befindet sich noch in der klinischen Evaluie-
rungsphase. Es wurden aber bereits viel versprechende Ergebnisse veröffentlicht {Behrens et al. 
1999, Behrens  et al. 2006, Erggelet et al. 2003, Schneider et al. 2003}, so dass man annehmen kann, 
dass sie die klassische ACT ablösen wird.  
Die Anforderungen an die Matrix sind vielfältig. Sie muss eine gute Biokompatibilität aufweisen, 
muss sich im Gelenk physiologisch ab- oder umbauen und muss von ausreichender Primärstabili-
tät sein, gleichzeitig aber eine funktionelle Flexibilität und Elastizität aufweisen. Weiter muss sie 
sich während des operativen Eingriffs gut handhaben lassen und sollte eine möglichst hohe Quali-
tät der Knorpelregeneration induzieren. Die autologen Chondrozyten sollten sich gleichmäßig im 
Material verteilen können und ihren Phänotyp beibehalten {Glowacki 2000}.  
Es lassen sich synthetische Materialien und Matrizes natürlichen Ursprungs unterscheiden. Vorteil 
der synthetischen Matrizes ist, dass sie in jeder Form und Stärke konstruiert werden können. Po-
lymere aus Polylaktid {Freed et al. 1994, Sittinger et al. 1994}, Polyglykolfasern {Ruuskanen et al. 
1991, Sittinger et al. 1994}, Carbon- {Bentley/Greer 1971}, Teflon- {Messner/Gillquist 1993} und 
Darconnetzwerkstrukturen (Messner 1994} fanden tierexperimentellen Einsatz. Hauptprobleme 
beim Einsatz dieser Stoffe sind die nicht vorhersehbare Resorption und die Anhäufung unphysio-
logischer Abbauprodukte. Mit keinem genannten Material konnte man bisher eine dauerhafte Re-
paration der Defekte erreichen {Schneider et al. 2003}. Zu den natürlichen Matrizes zählen Fibrin 
{Erggelet et al. 2003}, Hyaluronsäure- {Aigner et al. 1993} und Kollagennetze (Frenkel et al. 1997, 
Nehrer et al. 1998}, Kollagengele {Ochi et al. 2001}, Alginat und Agarose {Schneider et al. 2003}. In 
der vorliegenden Arbeit wurde der Aufbau der ECM durch in Agarose-, Kollagen- und Kollagen-
gelmatrizes gesäte Chondrozyten oder Stammzellen getestet. 
3.4.2 Kultivierung der Chondrozyten  
3.4.2.1 Organkultur 
Die Anlage einer Organkultur erfolgt durch die Präparation möglichst größennominierter Stanzzy-
linder artikulären Knorpels in seiner Gesamtdicke, die direkt in ein entsprechendes Nährmedium 
gebracht werden. Für eine Zeit von fünf bis sieben Tagen werden die Zylinder im Medium gehal-
ten. Dadurch wird ein Äquilibrium des Knorpels ermöglicht, welches notwendig ist, da dieser in 
den ersten vier Tagen vor allem oberflächennahe Matrixmoleküle verliert (ca. 17% der Proteogly-
kane, ca. 2% der Kollagene) {Tyler 1985}. Nach ca. zwei Wochen wachsen die Chondrozyten aus 
ihrer angestammten ECM aus. Dieser Prozess erreicht sein Maximum in der dritten bis vierten Wo-
che. Nach fünf Wochen kann eine Synthese von Kollagen-Typ-I nachgewiesen werden. Der artiku-
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läre Knorpel kann mit der Organkultur für mehrere Wochen phänotypisch stabil kultiviert werden 
{Benya/Nimmi  1979}. 
3.4.2.2 Monolayer 
Die Purifikation von Clostridien-Kollagenase optimierte den Verdau von Knorpel so weit, dass es 
Manning et al. gelang, humane vitale Chondrozyten aus artikulären Knorpel zu isolieren {Manning 
1967}. Dieses Lösen der Chondrozyten aus ihrer umgebenden Matrix bildet die Grundlage für die 
Monolayer-Kulturen. Heutzutage erfolgt sie meist schonender - zum Beispiel durch einen Verdau 
mit 0,4% Pronase und 0,02% Kollagenase {Aydelotte/Kuettner 1988}. Die isolierten Zellen werden 
in ein Nährmedium eingebracht und unter Anwesenheit von Ascorbinsäure ausgesät. Bei Erreichen 
der Konfluenz könne die adhärenten Zellen zur Subkultivierung durch Trypsin von dem Kunst-
stoff gelöst werden {Lindl 2000}. Dieses so genannte Passagieren führt jedoch zunehmend zum Ver-
lust des Phänotyps der Chondrozyten {Huch et al. 2002}. Bei Monolayer-Kulturen handelt es sich 
um Zell-Matrix-Kulturen ohne Zusatz- oder Fremdstoffe. Das Verfahren ist einfach handhabbar 
und weist eine hohe Proliferationsrate auf. Nachteil dieser zweidimensionalen Methode ist, dass 
die Chondrozyten ihren Phänotyp verlieren und ein fibroblastenartiges Aussehen annehmen. Sie 
produzieren keine Proteoglykane und Kollagene {Liu  et al. 1998, Zaucke et al. 2001}. 
3.4.2.3 Dreidimensionale Agarosekulturen  
Horwitz und Dorman kultivierten 1970 erstmalig embryonale Chondrozyten in Agarose. Benya 
und Shaffer {1982} säten dedifferenzierte Chondrozyten aus Monolayerkulturen in Agarosegele ein 
und konnten die Wiedergewinnung des Phänotyps zeigen. Noch nach 6 Monaten lässt sich eine 
Kollagen-II-Synthese nachweisen {von der Mark 1986}.  Daher gilt die Agarosekultur als eine etab-
lierte dreidimensionale Struktur, die den Erhalt des Phänotyps von Knorpelzellen in vitro ermöglicht. 
3.4.2.4 Kulturen aus Kollagengelen 
Bei der CaReS®-Technik wird Kollagen Typ I aus Rattenschwänzen gewonnen. Durch eine spezielle 
Aufarbeitung wird eine ausreichende Primärstruktur erreicht. Die Matrix wird als Gel gegossen,  
was die homogene Verteilung der Chondrozyten in der Matrix möglich macht. Gleichzeit beugt die 
dreidimensionale Struktur der Kultur die Dedifferenzierung vor.  Die Transplantate sind form- und 
belastungsstabil und in jeder Größe herstellbar {Andereya et al. 2006}.  Weitere Kulturtechniken 
zur Chodrozytenkultivierung, sind Algiat-Systeme, „Micromass“-Kulturen, „Spinner culture“ und 
Ko-Kulturen. Nur die Kultivierung in Agarose-, Kollagen- oder Kollagengelnetzwerken eignet sich 
durch ihren dreidimensionalen Aufbau für die Kultivierung der Chondrozyten zu Transplantat-
zwecken im Sinne der ACT {Huch et al. 2002}.   
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4 MATERIAL UND METHODEN 
4.1 Material 
4.1.1 Kommerziell verfügbare Bestandteile der ECM 
Als Referenz für die Analyse der ECM des natürlichen oder biotechnologisch hergestellten Knor-
pels dienten Untersuchungen an kommerziell verfügbaren Bestandteilen der ECM. Alle gezeigten 
Komponenten wurden in der reinsten Form, die kommerziell erhältlich ist, eingesetzt. Hierbei 
handelte es sich um: 
Substanz  Beschreibung  Bezugsquelle 
CS  Chondroitinsulfat (Rindertrachea)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
HA  Hyaluronsäure (humane Nabelschnur)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
Kollagen Typ I  Kollagen Typ I  (Rattenschwanz)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
Kollagen Typ I  Kollagen Typ I (Rinderhaut)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
Kollagen Typ II  Kollagen Typ II (Rindertrachea)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
Kollagen Typ IV   Kollagen Typ IV (humane Plazenta)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
4.1.2 Knorpel natürlicher Herkunft 
Zu Gewinnung von Schweineknorpel wurden über die Metz-
gerei Landrock, Dresdner Straße 66, 04317 Leipzig frische 
Kniegelenke von Schweinen bezogen. Es handelte sich um 
Tiere, die für den menschlichen Verzehr geschlachtet wurden, 
was die Analyse der Proben ethisch unbedenklich macht. 
Verwendet wurde der Knorpel des Kniegelenks, Articulatio 
genus. Das Gelenk wurde bereits in der Metzgerei grob von 
Haut und Muskulatur befreit. Zur Gewinnung des Knorpels 
wurde mit einem Skalpell zügig bis zur Gelenkkapsel vorprä-
pariert ohne diese zu eröffnen. Nach Freilegen der Gelenkkap-
sel erfolge ein Wechsel von Skalpell und Handschuhen um eine 
Kontamination des Knorpels durch Fett oder Muskelbestand-
teile zu vermeiden. 
Das Gelenk wurde von lateral eröffnet. Mit der Durchtrennung 
der Ligg. patellae laterale, intermedium, medialis sowie der 
Ligg. femoropatellare erfolgte die Mobilisation der Knieschei-
be, Patella. Im nächsten Schritt wurden die Kollateralbänder 
sowie der sehnige Anteil des Musculus popliteus, die Menisken 
und die Kreuzbänder durchtrennt. Das Gelenk war nun auf-
klappbar.  
 
Abb. 4.1:  offenes Articulatio genus 
 
Abb. 4.2:  Gelenkfläche Femur 
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Es erfolgte ein erneuter Wechsel des Skalpells und der Handschuhe. Da, wie eingangs beschrieben, 
die Zusammensetzung der ECM zonal variiert, wurde der Knorpel zonenübergreifend, bis zum 
subchondralen Knorpel reichend, abpräpariert. Es erfolgte eine Zerkleinerung des Knorpels sowie 
die Durchmischung der gewonnenen Präparate mit dem Ziel, eine gleichmäßige Zusammenset-
zung der Knorpelproben zu erreichen. Die fertigen Präparate wurden bei -20°C tiefgefroren. 
4.1.3  Gewebstechnologisch hergestellter Knorpel  
Die Entwicklung und Herstellung von Knorpelkonstrukten erfolgte durch die Forschungsgruppe 
„Zelltechniken und angewandte Stammzellbiologie“ unter Leitung von Prof. Dr. Bader im Biotech-
nologisch-Biomedizinischen Zentrum (BBZ) der Universität Leipzig. 
Die Einsaat der Zellen erfolgte in Agarose Typ IV (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland). Zur 
Kultivierung der Konstrukte wurde ein modifiziertes DMEM Medium (Dulbecco's Modified Ea-
gle's Medium, Biochrom KG, Berlin, Germany) benutzt. Die Glukose des Mediums war in allen C-
Positionen 13C markiert (Eurisotop GmbH, Saarbrücken, Germany). Der Glukosegehalt betrug 4,5 
g/l. Das Medium enthielt kein Natriumpyruvat und kein L-Glutamin. Fetales Kälberserum (10%), 
Askorbinsäure (0,05 mg/ml) und Gentamycin (50µg/ml) wurden dem Basismedium hinzugefügt 
{Schulz et al. 2006}. 
Die Chondrozyten wurden aus dem Metakarpalgelenk von 12 Monate alten Schweinen gewonnen. 
Hierzu erfolgte ebenfalls eine schichtübergreifende Gewinnung des Knorpels. Präparate von sechs 
Tieren wurde zu einem Zellpool zusammengefasst. Die Isolierung der Zellen erfolgte, indem der 
Knorpel zunächst in 13C-DMEM gegeben wurde und anschließend mit 2 mg/ml Collagenase A 
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) bei 37°C für 24 Stunden enzymatisch verdaut wurde. 
Es schloss sich die Filtration mittels eines 70 µm Filter (Becton Dickinson, Heidelberg, Germany) 
und Zentrifugation bei 800 min-1  für 8 min an. Der Überstand wurde verworfen und das so erhal-
tene Zellpellet wurde erneut in 13C-DMEM eingelegt. Es erfolgte die Zählung und Vitalitätsprü-
fung der Zellen sowie die Verdünnung auf eine Konzentration von 3 x 107 vitalen Zellen pro Milli-
liter.  
Ein Milliliter Zellsuspension wurden mit 10 ml 3,3% Agarose-Wasser-Lösung gründlich durch-
mischt. Je 250 µl dieser Lösung (7,5 x 105 Zellen) wurden in eine Mulde von 3 mm Tiefe und 10 mm 
Durchmesser gegeben und mit einem Glas bedeckt, mit dem Ziel während des Gelierungsprozes-
ses die Ausbildung von Meniski zu verhindern. Die so entstandenen Chondrozytengele wurden in 
eine Standard 12-Wellplatte (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) gegeben, mit 4 mm des 
13C markierten DMEM bei konstant 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und atmosphärischen Druck (1013 
hPa) für bis zu 6 Wochen mit dem Ziel kultiviert, die Entwicklung von qualitativ hochwertiger 








Zum enzymatischen Verdau der Bestandteile der ECM, des natürlichen und künstlichen Knorpels 
kamen folgende Enzyme zum Einsatz.  
Substanz  Beschreibung  Bezugsquelle 
Chondroitinase ABC  Proteus vulgaris   Seikagaku Biosciences by AMS 
Biotechnology,Oxon, UK 
Hyaluronidase  Rinderhoden  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
Collagenase A  Clostridium histolyticum (EC 3.4.24.3)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
Trypsin  Rinderpankreas  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
Die spezifische Aktivität der Chondroitinase ABC wird vom Hersteller mit 50-250 U/mg Protein 
angegeben. Eine Unit (U) ist definiert als die Menge Enzym, die 1 µmol 2-Acetamido-2-deoxy-3-O-
(β-D-gluc-4-ene-pyranosyluronicacid)-4-O-sulfo-D-Galactose des Chondroitinsulfats A oder 1 µmol 
der 2-Acetamindo-2-desoxy-3-O-(β-D-gluc-4-ene-pyranosyluronicacid)-6-O-sulfo-D-Galactosevon 
Chondroitinsulfat C innerhalb einer Minute bei einem pH von 8,0 und einer Temperatur von 37°C 
verdaut {Sigma-Adrich 2012}. Alle Enzyme wurden im Überschuss eingesetzt und der Verdau, 
wenn nicht explizit anders gekennzeichnet, stets vollständig durchgeführt. Die Bestimmung der 
enzymatischen Aktivität der Enzyme war nicht Gegenstand dieser Arbeit. Es wurden die auf der 
Website des Herstellers (www.sigmaaldrich.com) aufgeführten Angaben zu Grunde gelegt. 
4.1.5 ZipTips 
ZipTips sind ein Produkt der Firma Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland) und dienen vor 
allem dem Entsalzen wässriger Proben. Es handelt sich um 10µl Pipettenspitzen, an deren Spitze 
sich ein „Chromatographiebett“ befindet. Anwendung fanden ZipTipC18-Pipetten mit einem Bett-
volumen von 0,6 µl.  
Lösung  Zusammensetzung  Bezugsquelle 
Befeuchtungslösung  100% Acetonitril (ACN)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
Äquilibrierungslösung  0,1% TFA in Millipore Wasser  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
Waschlösung  0,1% TFA in Millipore Wasser  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
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4.1.6 Andere Materialien  
Weiter fanden folgende Chemikalien Anwendung.  
Substanz  Beschreibung  Bezugsquelle 
ABC-Puffer  Ammoniumbicarbonat  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
DHB  2,5-Dihydroxybenzoesäure (DHB)  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
TFA  Trifluoressigsäure  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
DTT  DL-Dithiothreitol  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
Acrylamid  Acrylamid/Bis-Acrylamid, 40%  Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
Methanol    Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
TES  TRIS-(hydroxymethyl)methyl]-2-aminoethan-
Sulfonsäure 
 Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland 
 
4.2 Protokolle 
4.2.1 Tryptischer Verdau 
Enzymatischer Verdau: 1 mg reines Kollagen oder Knorpel natürlicher Herkunft bzw. 30 mg Kon-
strukt wurden mit 1 µl einer 1M-DTT-Lösung und 2 µl Millipore-Wasser versetzt und 5 min bei 
95°C denaturiert. Im Anschluss an die Denaturierung wurden 2 µl Acrylamid (40%) zur Probe ge-
geben. 
Nach dem Abkühlen der Probe auf 37° C erfolgte die Zugabe von 1µg Trypsin (gelöst in 10µl 
Reinstwasser) sowie 15 µl (95% ABC-Puffer (50 mM) + 5% Acrylamid). Der Verdau erfolgte über 4 
h bei 700 rpm und 37°C. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Verdau mit 1 µl reiner Amei-
sensäure gestoppt.    
Probenaufarbeitung: Ein ZipTip wurde mit 10 µl der oben beschriebenen Befeuchtungslösung an-
gefeuchtet und danach durch mehrmaliges Aufziehen der Äquilibrierungslösung äquilibriert. An-
schließend erfolgte die Bindung der Peptide durch mehrmaliges „Aufziehen“ der Probe. Im nächs-
ten Schritt wurden die gebundenen Bestandteile mit der Waschlösung entsalzt. Die Peptide wur-
den nun durch das Aufziehen von 1-4 µl Elutionslösung von der stationären Phase gelöst. Wesent-
lich für die Qualität der Entsalzung war es, dass zu keinem Zeitpunkt Luft aufgezogen wurde.  
Von der so aufbereiteten Probe wurden 0,5 µl auf die MALDI-Probenplatte aufgetragen und luftge-
trocknet. Im Anschluss wurde eine DHB-Matrix (78 mg/ml Methanol unter Zusatz von 0,1% TFA) 
im Proben/Matrix-Verhältnis von 1:4 auf die Probe aufgetragen und ebenfalls luftgetrocknet. De-
tailliert wird die Wahl der Matrix und die Präparation in Kapitel 5.1 dargestellt.  
 




Verdau mit Denaturierung: 1 mg Kollagen werden mit 200µl 50mM TES (N-[TRIS(hydroxymethyl) 
methyl]-2-aminoethan-Sulfonsäure) versetzt. Ebenso wurden 0.36 mM CaCl2 mit einem pH Wert 
von 7.4 hinzugegeben. Die Endkonzentration betrug 5 mg/ml. Das Kollagen verlor durch die sich 
anschließende Denaturierung (10 min bei 95°C) seine Tertiärstruktur und wurde wasserlöslich. 
Nach dem Abkühlen auf 37° C wurden 4 µl einer 0,1 mg/ml konzentrierten Collagenase-
Stammlösung hinzugefügt. Die Probe inkubierte bei 37° C, 500 rpm für 2 Stunden. Nach dieser Zeit 
konnte von einer vollständigen Aufspaltung in Tripeptide ausgegangen werden {Nimptsch et al. 
2011}. Durch die Trennung der entstandenen Produkte mittels SDS-Polyacrylamidgelelektro-
phorese (SDS Page) wurde diese Annahme verifiziert und die benutzte Collagenase auf ihre Aktivi-
tät hin überprüft (Daten nicht gezeigt).  
Verdau ohne Denaturierung: Zu 1 mg Kollagen werden 92 µl 5mM CaCl2-Lösung und 4 µl einer 
0,1mg/ml konzentrierten Collagenase-Stammlösung hinzugefügt und bei 37° C, 500 rpm für 2 
Stunden inkubiert. Die weitere Präparation der Probe entspricht der des tryptischen Verdaus.  
4.2.3 Chondroitinase-Verdau  
Chondroitinsulfat wurde in destilliertem Wasser in einer Konzentration von 1 mg/ml gelöst und 
mit 2 Units Chondroitinase ABC über 2 Stunden bei 37° C enzymatisch verdaut. Unter diesen Be-
dingungen erfolgt ein vollständiger Verdau zum Disaccharid {Schiller et al. 1999}.  
4.2.4 Hyaluronidase-Verdau 
Hyaluronsäure wurde in destilliertem Wasser in einer Konzentration von 1 mg/ml gelöst und mit 
2 Units testikulärer Hyaluronidase über 2 Stunden bei 37° C enzymatisch verdaut. Unter diesen 
Bedingungen wird ein Oligosaccharidgemisch erhalten, wobei das Tetra- und das Hexasaccharid 
die dominierenden Verbindungen sind.  
4.2.5 Herstellung dreidimensionaler Agarose-Chondrozytenkonstrukte 
Die Herstellung der in dieser Arbeit untersuchten dreidimensionalen Knorpelkonstrukte erfolgte 
durch die Forschungsgruppe um Prof. Dr. Bader im Biotechnologisch-Biomedizinischen Zentrum 
Leipzig. Hierzu wurden Chondrozyten aus dem Articulatio matacarpophalangealis von 12 Monate 
alten Schweinen gewonnen. Die Zellen von sechs Tieren wurden vereinigt und mittels Kollagenase 
aus dem Verband gelöst und in modifiziertem DMEM Medium für 24 Stunden bei 37° inkubiert. 
Bei der Herstellung des Mediums wurde normale Glukose gegen eine in allen Positionen gelabelte 
13C Glukose ausgetauscht. Nach der Inkubation wurde die Chondrozytensuspension abgefiltert 
und zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen und dem erhaltenen Zellpellet wurde erneut 
13C DMEM zugegeben. Nach Zählung und Vitalitätsprüfung der Zellen wurden 3 mal 107 Zellen 
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(entspricht einem Milliliter der Chondrozytenlösung) mit 10 ml verflüssigter 3,3%-iger Agarose-
Lösung (Typ VIII) vermischt. 250 µl Portionen dieser Agarose Chondrozytenlösung (enthalten 7,5 
mal 105 Zellen) wurden in einzelne Vertiefungen eine Platte gegeben, Während des Gelierprozesses 
wurde die Ausbildung von Menisci unter Zuhilfenahme einer Glasplatte verhindert, so dass uni-
forme zylindrische Chondrozytengels erhalten wurden, welche man in 4 ml 13C DMEM inkubierte. 
Nun schloss sich eine Kultivierung im Inkubator unter konstanten Bedingungen (37°C, 5% CO2 
Partialdruck, 95% gesättigter Wasserdampf) für bis zu sechs Wochen an. Alle sieben Tage erfolgte 
der Wechsel von einem Milliliter Medium und der Stopp der Kultivierung von einigen Konstruk-
ten um die Bildung der ECM zu verschiedenen Kultivierungszeitpunkten dokumentieren zu kön-
nen {Schulz et al. 2006}. 
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4.3 Massenspektrometrie  
Mit Hilfe der Massenspektrometrie (MS) ist die exakte Massenbestimmung ionisierter Teilchen 
möglich. Es handelt sich um ein vergleichsweise altes analytisches Verfahren, dessen Messeinrich-
tung sich aus vier Hauptbestandteilen - Ionenquelle, Massenanalysator, Detektor und Compute-
reinheit zur Datenanalyse – zusammensetzt. Die Ionisation des Analyten erfolgt bei der klassischen 
Elektronenstoßionisation durch „Beschuss“ der verdampften Probe mit Elektronen in der Gaspha-
se. Dabei werden Radikalkationen aus dem Probenmolekül gebildet. Diese werden im Magnetfeld 
in Abhängigkeit ihrer Masse (m) und Ladung (z) abgelenkt und können so getrennt nachgewiesen 
werden. Die Abbildung der Signalintensität in Abhängigkeit des m/z-Verhältnisses wird als Spekt-
rum graphisch dargestellt {Schiller/Arnold 2000, Lottspeich et al. 2008, Hesse et al. 2005}. 
Die verschiedenen massenspektrometrischen Verfahren unterscheiden sich in der Art des Ionisie-
rungsvorgangs. Matrix-assisted laser desorption (MALDI) nutzt in der Regel einen gepulsten Stick-
stoff-Laser (λ = 337 nm), um die Probe diskontinuierlich zu ionisieren. Da nicht alle Substanzen bei 
dieser Wellenlänge absorbieren, wird die Analysesubstanz mit einer Matrix vermischt, die bei der 
gesetzten Laserwellenlänge absorbiert und so zur schonenden Desorption und Ionisation der Probe 
führt {Schiller/Arnold 2000, Lottspeich et al. 2008, Hesse et al. 2005}. 
Als Massenanalysator wurde im Rahmen dieser Arbeit die Flugzeitanalyse (Time of flight, TOF) 
genutzt. Hierzu werden die gebildeten Ionen mittels eines elektrischen Feldes beschleunigt und 
gelangen im Anschluss in ein feldfreies Hochvakuum bis sie am Detektor eintreffen (Linearmo-
dus). Die erzielbare Auflösung der Methodik hängt in entscheidendem Maße von der Länge der 
freien Flugstrecke ab {Schiller/Arnold 2000, Lottspeich et al. 2008, Hesse et al. 2005}. 
Am Ende der Flugstrecke werden die ankommenden Ionen durch einen Detektor erfasst und deren 
Flugzeit ermittelt. Daraus lässt sich nach folgender Gleichung die Masse der Teilchen ermitteln:  
                                                             m/z = 2Ekin x (t2/s2)                                                         
m = Teilchenmasse, z = Ladungszahl, Ekin = kinetische Energie, t = Flugzeit, s = Flugstrecke.  
Der m/z-Wert entspricht bei einfach geladenen Ionen, die bei der MALDI ganz überwiegend gebil-
det werden, direkt dem Molekulargewicht {Karas et al 2000}. 
Mittels eines Reflektors (Reflektormodus) kann eine Verlängerung des Flugweges und damit eine 
Verbesserung der Auflösung im Vergleich zum klassischen linearen Flugmodus (Linearmodus) 
erreicht werden. Als Auflösung (Resolution) wird der Quotient der Masse m und der Differenz Δm 
verstanden, mit der ein weiteres Ion der Masse m+Δm unterschieden wird. Durch die Anwendung 
eines Reflektors wird diese erheblich (von ca. 3000 auf ca. 20.000) erhöht. Die Ionen dringen abhän-
gig von ihrer kinetischen Energie unterschiedlich tief in das elektrostatische Feld des Reflektors ein 
und werden in die Gegenrichtung mit gleicher Geschwindigkeit erneut beschleunigt. Somit treffen 
Ionen gleichen Massen-/Ladungsverhältnisses aber unterschiedlich kinetischer Energie zu ver-
schiedenen Zeitpunkten am Detektor ein {Guilhaus 1995}. Die Verfügbarkeit eines Reflektors er-
möglicht auch die Aufnahme von MS/MS-ähnlichen Spektren. 




Abb. 4.3: Schematische Darstellung eines MALDI-Massenspektrometers im Linearmodus {ähnlich O’Connor/Hillenkamp 2007} 
 
Abb. 4.4: Schematische Darstellung eines Massenspektrometers im Reflektormodus {ähnlich O’Connor/Hillenkamp 2007} 
 
Alle hier gezeigten massenspektrometrischen Untersuchungen wurden an einem Autoflex I Mas-
senspektrometer der Firma Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland durchgeführt, welches mit ei-
nem gepulsten Stickstofflaser (Emissionswellenlänge 337 nm, Pulsdauer 3 ns) ausgestattet ist. Es 
werden vor allem Spektren gezeigt, die im Reflektormodus aufgenommen wurden; Linearmo-
dusspektren sind gesondert gekennzeichnet. Die Extraktionsspannung betrug 20 kV. Sechzig ein-
zelne Lasershots wurden für ein Spektrum gemittelt. Diese Anzahl scheint für ein reproduzierbares 
Spektrum auszureichen, eine Erhöhung der Anzahl der Laserschüsse brachte keine nennenswerte 
Verbesserung. Um Analysat/Matrix-Inhomogenitäten, sogenannte Cold- bzw. Hotspots zu ver-
meiden, tastete der Laser verschiedene Positionen auf der Probenplatte ab. Die Analyse der erhal-
ten Daten erfolgte mittels der Software FlexAnalysis (2.2), Bruker Daltonics, Bremen, Deutschland.  




Um komplex zusammengesetzte biologische Proben analysieren zu können, wurden zunächst die 
Präparations- und Messmethoden angepasst und optimiert. Wie im folgenden Abschnitt gezeigt, 
wurden so standardisierte Versuchsprotokolle festgelegt, nach denen dann sowohl Bestandteile 
der ECM, nativer Knorpel sowie biotechnologisch hergestellter Knorpel untersucht wurden.  
Ziel der in Abschnitt 5.2 gezeigten Forschungsarbeit war es, durch die Anwendung der standardi-
sierten Protokolle zum einen die Eignung der Methode zur Erforschung von Knorpelbestandteilen 
zu zeigen und zum andern objektivierbare Kenngrößen (z.B. Referenzspektren oder Masterpeaks) 
für die Untersuchung von komplexem Knorpelgewebe festzulegen. Zudem werden Ergebnisse zur 
Differenzierung verschiedener Kollagentypen gezeigt. Es schlossen sich Studien zur Quantifizie-
rung der enzymatischen Verdauungsprodukte mit dem Ziel an, perspektivisch eine Beurteilung 
der Qualität der biotechnologisch hergestellten Transplantate zuzulassen.  
Als nativer Knorpel wurde der des Hausschweins gewählt, um die bisher gewonnenen Erkennt-
nisse über die Bestandteile der ECM auf ein komplexes Gewebe anzuwenden. Hier konnten so-
wohl über die beiden nichtkollagenen Hauptbestandteile des Knorpels als auch über das Kollagen 
wertvolle Erkenntnisse gewonnen werden, die im letzten Abschnitt dieser Arbeit (vgl. Abschnitt 
5.5) eine Beurteilung des biotechnologisch hergestellten Knorpels zulassen.  
 
  
Abb. 5.1: Zusammenfassende Darstellung der Teilabschnitte der vorliegenden Dissertation am Beispiel von Chondroitinsul-
fat: 1. Schritt (links) Optimierung der Nachweismethoden anhand von kommerziell verfügbaren Bestandteilen der ECM 2. 
Schritt (Mitte): Anwendung der optimierten Methoden auf natürlichen Schweineknorpel 3. Schritt (rechts): Nachweis von 
Bestandteilen der ECM in biotechnologisch hergestellten Knorpelkonstrukten  
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5.1 Anpassung und Optimierung der Methode 
Bei der MALDI-TOF-Massenspektrometrie handelt es sich um eine sehr sensitive Methode zum 
Nachweis von Knorpelbestandteilen. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist, dass MALDI-TOF MS 
eine große Anzahl von Verunreinigungen, wie sie typischerweise in biologischen Proben vorkom-
men, toleriert. Ziel war es, durch eine geschickte Anpassung der die Methode beeinflussenden 
Variablen möglichst optimale experimentelle Bedienungen zu schaffen, um eine sichere und re-
produzierbare Aussage über die Qualität des biotechnologisch hergestellten Knorpelgewebes ge-
ben zu können.  
5.1.1 Wahl der Matrix 
In der ersten Publikation über MALDI-TOF MS wurde von Karas et al. Tryptophan als Matrix ein-
gesetzt um eine Kodesorption mit dem bei der eingesetzten Laserwellenlänge nicht absorbierenden 
Analyten (Alanin) zu erreichen {Karas et al. 1985}. Seither folgten Matrizes wie Sinapinsäure (SI-
NA), Ferulasäure {Beavis/Chait 1989a, Beavis/Chait 1989b} 2,5-Dihydroxybenzoesäure (DHB) 
{Strupat et al. 1991} oder 4-Hydroxy-α-cyanozimtsäure (HCCA) {Beavis et al. 1992}, welche die 
Erforschung hochmolekularer Biomoleküle möglich machen.   
Obwohl MALDI-TOF MS als Methode Thema intensiver Forschungsarbeit war und ist, bleibt die 
Suche nach der am besten geeigneten Matrix weitgehend empirischer Natur. Die Anforderungen 
an eine gute Matrix sind:  
 - gute Absorptionseigenschaft bei der benutzten Laserwellenlänge 
 - geringes Ausmaß der Bildung von Fragmentationen des Analyten 
 - gute Mischungseigenschaften mit dem zu untersuchenden Stoff um eine homogene  
   Kristallisation zu gewährleisten  
 - Vakuumstabilität 
 - vielseitige Anwendbarkeit 
 - Toleranz gegenüber Verunreinigungen 
Für den Nachweis von Knorpelbestandteilen wie Chondroitinsulfat oder Kollagen finden sich in 
der Literatur verschiedene Hinweise auf möglicherweise geeignete Matrizes: So konnte Pfenniger 
et al. zeigen, dass sich zur Analyse von Zuckern eine feinkristalline Präparation mit einer DHB-
Matrix besonders eignet {Pfenniger et al. 1999}. Für tryptisch verdaute Proteine findet in der Litera-
tur in der Regel 4-Hydroxy-α-cyanozimtsäure-Matrix in verschiedenen Lösungsmitteln Anwen-
dung {Beavis et al. 1992}.  
Mit dem Nachweis von Kollagen oder Knorpel, welche zuvor mit Kollagenase verdaut wurden, 
gibt es wenige Erfahrungen. Tabelle 5.1 zeigt eine Zusammenstellung der in dieser Arbeit zum 
Nachweis der genannten Analyte getesteten Matrizes und Lösungsmittel.   
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Tabelle 5.1: Gezeigt sind die zur Optimierung der genannten Analyte getestete Matrizes und Lösungsmittel 
(CS Chondroitinsulfat, HA Hyaluronsäure, NAPI nativer artikulärer Schweineknorpel) 
Matrix  Lösungsmittel  Analyt 
2,5 Dihydroxybenzoesäure  78 mg/ml 
0,1% TFA in Methanol  
 CS, HA, NAPI, Kollagen I, Kollagen 
IV, Kollagengel, Plasma-, Blut-, Aga-
rose-, Kollagenkonstrukt, Gelantine 
2,5 Dihydroxybenzoesäure  78 mg/ml 
0,1% TFA in Ethanol 
 CS, HA, NAPI, Plasma-/ Blutkon-
strukt  
2,5 Dihydroxybenzoesäure  30 mg/ml  
0,1% TFA in Wasser 
 CS, HA, NAPI, Plasma-/ Blutkon-
strukt 
2,5 Dihydroxybenzoesäure  30 mg/ml 
0,1% TFA in Acetonitril/Wasser  1:1 
 CS, HA, NAPI, Kollagen I, Kollagen 
IV, Kollagengel, Plasma-
/Blutkonstrukt 
2,5 Dihydroxybenzoesäure  10 mg/ml 
0,1% TFA in Ethanol/Wasser  1:9 
 NAPI, Kollagen I, Kollagen IV, Kolla-
gengel, Plasma-/Blutkonstrukt 
2,5 Dihydroxybenzoesäure  40 mg/ml 
0,1% TFA in Ethanol/Wasser  1:3 
 NAPI, Plasma-/ Blutkonstrukt 
2,5 Dihydroxybenzoesäure  50 mg/ml 
0,1% TFA in Ethanol/Wasser  1:1 
 NAPI, Plasma-/ Blutkonstrukt 
2,5 Dihydroxybenzoesäure  83 mg/ml 
0,1% TFA in Ethanol/Wasser  1:3 
 NAPI, Plasma-/ Blutkonstrukt 
2,5 Dihydroxybenzoesäure  100 mg/ml 
0,1% TFA in Ethanol/Wasser  1:1 
 NAPI, Plasma-/ Blutkonstrukt 
2,5 Dihydroxybenzoesäure  78 mg/ml 
0,1% TFA in Methanol/Wasser 1 1  
 NAPI, Plasma-/ Blutkonstrukt 
3-Hydroxypicolinsäure/  
Dihydrogenammoniumcitrat 
 10 mg 3-HPA + 2mg DHAC/ml 
in Wasser 




 50 mg/ml  
in in Acetonitril/Wasser 1:1 




 25 mg/ml 
in Methanol/Wasser 1:1 




 25 mg/ml  
in Ethanol/Wasser 1:1 




 25 mg/ml  
in Wasser 
 NAPI, Kollagen I, Kollagen IV, Plas-
ma-/Blutkonstrukt 
4-Hydroxy-α-cyanozimtsäure  40 mg/ml in Aceton  NAPI, Kollagen I, Kollagen IV, Plas-
ma-/Blutkonstrukt 
4-Hydroxy-α-cyanozimtsäure  1 mg/ml 
0,1% TFA in Acetonitril/Wasser 1:1 
 NAPI, Kollagen I, Kollagen IV, Plas-
ma-/Blutkonstrukt 
Als die am besten geeignete Matrix für den Nachweis der Glykosaminoglykane Chondroitinsulfat 
und Hyaluronsäure erwies sich eine 0,5 molare DHB-Matrix in einer Lösung aus 0,1% Trifluores-
sigsäure und Methanol. Die Variation der Lösungsmittel hatte auf den Zuckernachweis nur gerin-
ge Auswirkungen.  
Anders verhält es sich bei der Anwendung der DHB-Matrix zur Analyse des verdauten Kollagens. 
Hier erweisen sich bei Einsatz einer DHB-Matrix ausschließlich die alkoholhaltigen Lösungsmittel 
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als geeignet. Üblich für den Nachweis von Kollagen ist der Einsatz von 4-Hydroxy-α-
cyanozimtsäure. Im Rahmen dieser Dissertation ist es, wie im nachfolgenden Abschnitt beschrie-
ben, gelungen, die Präparation der DHB-Matrix so zu optimieren, dass sie für den Nachweis von 
Peptiden des Kollagens erheblich besser geeignet ist als der klassische Einsatz von 4-Hydroxy-α-
cyanozimtsäure bei einer Oberflächenpräparation.  
Im MALDI-Spektrum bilden sich neben den Peaks der Analysesubstanz auch die Ionen der Matrix 
ab. Solche Clusterionen sind als Artefakte zu betrachten und sollten in möglichst geringem Maße 
auftreten. In Tabelle 5.2 sind die Massen der häufigsten Ionen der DHB-Matrix gezeigt.  
Tabelle 5.2: DHB-Matrix Positiv- und Negativionenspektren {Schiller et al. 2007} 
Positivionenmodus  Negativionenmodus 
Masse [m/z]  Zuordnung  Masse [m/z]  Zuordnung 
137  M - H2O + H+  307  2 M - H+ 
154  M+  329  2 M – 2 H+ + Na+ 
273  2 M - 2H2O + H+  465  3 M – 3 H+ + 2 Na+ - NaOH 
309  2 M + H+  499  3 M – 2 H+ + K+ 
331  2 M + Na+  505  3 M – 3 H+ + 2 Na+  
347  2 M + K+  675  4 M – 3 H+ + Na+ + K+ 
353  2 M – H+ + 2 Na+  681  4 M – 4 H+ + 3 Na+  
375  2 M – 2 H+ + 3 Na+  851  5 M – 4 H+ + 2 Na+ + K+ 
391  2 M – 2 H+ + 2 Na+ + K+  857  5 M – 5 H+ + 4 Na+ 
413  2 M – 3 H+ + 3 Na+ + K+     
429  2 M – 3 H+ + 2 Na+ + 2 K+     
511  3 M – 3 H+ + 4 Na+ - NaOH      
551  3 M – 3 H+ + 4 Na+     
567  3 M – 3 H+ + 3 Na+ + K+     
727  4 M – 4 H+ + 5 Na+      
903  5 M – 5 H+ + 6 Na+     
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Abbildung 5.2 zeigt das 
Positiv- und Negativionen-
spektrum einer 2,5 Dihyd-
roxybenzoesäure Matrix, 
die in 10%iger methanoli-
scher TFA Lösung gelöst 
wurde. Ein Analyt wurde 
nicht zugesetzt, so dass 
sich nur matrixassoziierte 
Peaks zeigen, welche sich 
unter Zuhilfenahme der 
Tabelle 5.2 problemlos 
zuordnen lassen. Bei der 
Analyse von Proben-
Matrixgemischen kommt 
es zusätzlich zur Clusterbildung zwischen Analyt und DHB sowie zur Bildung weiterer proben-
spezifischer Artefakte, die aber in der Regel leicht zugeordnet werden können. 
 
5.1.2 Probenpräparation 
Das gängigste Verfahren der Probenpräparation ist die sogenannte dried droplet-Präparation. Dabei  
wird die zu analysierende Substanz mit der Matrixlösung gemischt, auf einen metallenen Proben-
träger aufgebracht und getrocknet {Karas 1985}. Problematisch an dieser Art der Präparation ist die 
Heterogenität der Probe, die einen wesentlichen Einfluss auf die Reproduzierbarkeit hat. 
Wendet man diese Art der Präparation auf eine DHB-Matrix an, bildet sich ein grobkristalliner 
Rand, der ein mikrokristallines Inneres umgibt (vgl. Abbildung 5.3). Innerhalb dieses inhomoge-
nen Präparates treten so genannte „cold-“ und „hot spots“ auf. Es handelt sich dabei um Bereiche, 
die sich durch eine geringe bzw. hohe Signalintensität auszeichnen und die Reproduzierbarkeit der 
Messung erheblich erschweren.  
Diese Beobachtungen haben vor allem für die Detektierbarkeit der Tripeptide als Spaltprodukte 
des Kollagens Auswirkungen. Sie finden sich überwiegend im Randbereich der Präparation und 
sind nur mit sehr geringen Intensitäten im Inneren aufzufinden. Die Glykosaminoglykane Chond-
roitinsulfat und Hyaluronsäure zeigen hingegen ein umgekehrtes Verteilungsmuster. Ihre Signale 
lassen sich fast ausschließlich im mikrokristallinen Innenbereich des Präparates nachweisen und 
verteilen sich dort annähernd homogen.   
Es wurden verschiedene Methoden entwickelt, eine größere Homogenität innerhalb des Proben-
Matrix-Gemisches zu erreichen. Ein einfaches Verfahren ist die schnelle Trocknung des Gemisches 
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durch Anlegen eines leichten Vakuums {Weinberg et al. 1993},  Trocknen im Stickstoffstrom 
{Gusev 1995} oder mit Trocknen mit Heißluft {Schiller 1999}. Bei der Oberflächenpräparation 
{Vorm et al. 1994} wird zuerst die Matrixlösung auf die Probenplatte aufgetragen und getrocknet. 
Sie dient als „Unterlage“ zum Auftragen der Probenlösung.  
Problematisch ist vor allem der Nachweis der Tripeptide des mit Kollagenase verdauten Kollagens, 
da von diesen die Homogenität negativ beeinflusst wird. Diese Peptide erfordern, wie oben be-
schrieben, bei der Anwendung von DHB-Matrix ein alkoholisches Lösungsmittel. Wird die Matrix 
auf eine metallische Probenplatte aufgetragen, fließt sie aufgrund ihrer geringen Oberflächenspan-
nung jedoch auseinander. Trägt man nun die gelösten Verdauungsprodukte des Kollagens auf 
diese Oberfläche auf, verweilen sie durch die größere Oberflächenspannung des Lösungsmittels 
zentral auf der Probenplatte (vgl. Abbildung 5.3). Dort ist die Konzentration der Matrix so gering, 
dass sie nicht ausreicht um eine Desorption des Analyten zu erreichen.  
Um dennoch eine gute Nachweisbarkeit dieser Peptide zu erreichen, bedienten wir uns einer Prä-
parationstechnik, die als umgekehrte Oberflächenpräparation betrachtet werden kann. Hierzu 
wurde der zu untersuchende Stoff (z. B. Kollagen) mit einem geeigneten Enzym verdaut und in 
Wasser gelöst. 1µl dieses Proben-Wasser-Gemisches wurde auf die Probenplatte aufgetragen und 
unter einem Luftstrom getrocknet. Danach wurde 1µl DHB-Matrix (Lösungsmittel 0,1% TFA in 
Methanol bzw. Ethanol) auf den Analyten gegeben und langsam getrocknet.  
Auch bei dieser Art der Präparation verbleibt die Matrix nicht zentral auf der Probenplatte, aller-
dings vermischt sie sich jetzt mit der Probe und verteilt sich als „Proben-Matrix-Gemisch“, jedoch 
ohne, wie bei der Cokristallisation mit dried droplet-Präparation, einen grobkristallinen Rand aus-
zubilden. Das hat zur Folge, dass die Probe einen breiten, annähernd homogenen Bereich ausbildet 
(vgl. Abbildung 5.3), in dem die einzelnen Peptide einfach nachweisbar sind.  Ein Proben/Matrix-






Abb. 5.3: Metallische Probenplatte nach 
Aufbringen eines Proben-Matrix-
Gemisches bei dried droplet-Präparation: 
grobkristalliner Rand sowie „cold-“und 
„hot spots“ 
 Oberflächenpräparation: Zentral 
kommt die Probe zum liegen, die vor-
handene Martrix (großer Durchmesser) 
reicht nicht zur Kokristallisation des 
Analyten im Zentrum 
 Umgekehrte Oberflächenpräparation: 
deutlich homogeneres Proben-Matrix-
Gemisch 
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Tabelle 5.3 fasst die optimierten Präparationen, die eingesetzten Matrices und Lösungsmittel für 
den Nachweis von Proteoglykanen und Kollagen zusammen. 
Tabelle 5.3 Zusammenfassung der optimierten Präparationsbedingungen 
Matrix  Lösungsmittel  Präparation  Analyte 
2,5 Dihydroxybenzoesäure   78 mg/ml 
0,1% TFA in Methanol  









chem artikulären und 
künstlichem Knorpel*  
2,5 Dihydroxybenzoesäure  78 mg/ml 




1 : 4  
 Gelantine*, Kollagen*  
sowie Kollagenbestandteile 
aus natürlichem artikulä-
ren und künstlichem 
Knorpel*   
* enzymatisch verdaut 
5.1.3 Reduktion des Ionengehalts 
Eine einfache und schnelle Methode zum Entsalzen und Fraktionieren von Peptiden ist der Ge-
brauch von „ZipTips“ der Firma Millipore. Dabei handelt es um eine Pipettenspitze, die am unte-
ren Ende mit einem Bett aus Chromatographiematerial versehen ist. Zur Bindung der Peptide aus 
einem Probengemisch wird die Pipette mehrfach gefüllt und entleert, wobei der Analyt gebunden 
wird. Danach werden Verunreinigungen mit einer geeigneten Waschlösung ausgewaschen. Die 
aufgereinigten, konzentrierten Peptide werden anschließend mit einem geeigneten Lösungsmittel 
eluiert.  Eine so vorbereitete Probe kristallisiert aufgrund ihres niedrigeren Salzgehaltes noch ho-
mogener aus, was die Reproduzierbarkeit der 
MALDI-Messungen deutlich erhöht.  
Es können qualitativ bessere Spektren erzeugt 
und die Nachweisgrenze der Peptide deutlich 
gesenkt werden. Wie entscheidend das Ent-
salzen für die Messungen von biotechnolo-
gisch hergestelltem Knorpel ist, zeigt Abbil-
dung 5.4. 
Dargestellt sind Positivionenspektren von 
Lösungen des Tripeptids Gly-Pro-Hyp, die 
unter gleichen Messbedingungen aufgenom-
men wurden, sich aber im Ionengehalt der 
Probe unterschieden.  
Die Peaks im Spektrums (1) setzen sich aus 
dem in Wasser gelösten Peptid Gly-Pro-Hyp 
 
Abb. 5.4: Positivionenspektren des Tripeptids Gly-Pro-Hyp bei 
konstanten Messbedingungen und unterschiedlichem Ionen-
gehalt (1) in Wasser gelöstes Gly-Pro-Hyp (2) Probe bestehend 
aus der gleichen Menge  Gly-Pro-Hyp in 50% Wasser und 50% 
Nährmedium (3) mittels „ZipTips“ entsalzte Probe 2.  
Masse [m/z]
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und Matrixsignalen zusammen und weisen ein gutes Signal-Rauschverhältnis auf. Für das in (2) 
gezeigte Spektrum wurde die Probe bewusst mit Ionen kontaminiert, in dem ein Lösungsmittel aus 
50% Wasser und 50% Nährmedium (bestehend aus modifiziertem DMEM zuzüglich fetalem Käl-
berserum, Askorbinsäure und Gentamycin), welches zur Anzucht der Knorpelkonstrukte verwen-
det wird, hergestellt wurde. Hier zeigt sich bei gleicher Konzentration an Peptid eine deutlich ge-
ringere Signalintensität. Im Anschluss wurde Probe Nummer Zwei wie oben beschrieben mittels 
„ZipTips“ entsalzt. Das resultierende Spektrum ist in (3) gezeigt. Die Signalintensität und damit 
die Spektrumsqualität konnte deutlich verbessert werden.  
5.1.4  Positivionenmodus / Negativionenmodus 
Peptide und Proteine liegen bei Anwendung einer Carbonsäure als Matrix im Wesentlichen proto-

















sich aber auch, wie 








Abb. 5.5:  MALDI-TOF Massenspektrum von CS verdaut mit CSase ABC  im (a) Positivionen- 
und im (b) Negativionenmodus (1 µl CS-Lösung, Konzentration 1mg/ml, Proben/Matrix-
Verhältnis 1:1, DHB Matrix, dried droplet, Probenplatte Gold) 
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5.1.5  Reflektormodus / Linearmodus 
Die in dieser Arbeit durchgeführten Untersuchungen sind sowohl im Reflektor- als auch im Line-
armodus möglich. Jedoch kann die Signalintensität durch den Einsatz des Reflektormodus opti-
miert werden, da die Signale hier schärfer sind und sich so die Ionenzahl auf eine geringere Fläche 
verteilt. Im Gegensatz dazu ist der Linearmodus besser zur Bestimmung der Molekülmassenvertei-
lung von großen Molekülen geeignet {Nimptsch et al. 2009}. 
5.1.6 Empfindlichkeitsprüfung 
Mittels MALDI-TOF MS lassen sich auch gering konzentrierte Proben untersuchen. Mit Hilfe einer 
Verdünnungsreihe sollte gezeigt werden, dass die Disaccharide des mit Chondroitinase ABC hyd-
rolysierten Chondroitinsulfats bis zu einer Konzentration von ca. 3 µg/ml detektierbar sind. Dies 
entsprach einer absoluten Menge im einstelligen Picomol-Bereich. 
Hierzu wurde Chondroitinsulfat in destilliertem Wasser in einer Konzentration von 1 mg/ml ge-
löst und mit 2 Units Chondroitinase ABC über zwei Stunden bei 37° C verdaut. Im Anschluss 
wurde die Lösung in einzelnen Schritten bis auf eine Endkonzentration von 0,1 µg/ml verdünnt 
{Schiller et al. 1999}. Der Nachweis der Vollständigkeit des enzymatischen Verdaus war nicht An-
liegen dieser Arbeit, kann aber, wie durch Whitemann {1973} und Kodama et al. {1988} gezeigt, 
mittels Alcian-Blau-Färbung erfolgen. Dieser Farbstoff bindet nur an Chondroitinsulfatpolymere 
mit großen molekularen Massen, so dass das Fehlen einer Ausfällung als sicherer Nachweis eines 
vollständigen Verdaus gewertet werden kann {Whitemann 1973, Kodama 1988}. Ebenso ließen sich 
nach einer Inkubationszeit von zwei Stunden mittels MALDI-TOF MS keine Produkte höherer 
Massen detektieren, so dass der Verdau nach dieser Zeit als vollständig angesehen werden darf.  
Abbildung 5.6 zeigt die Negativionenspektren der Chondroitinsulfatdisaccharid-Lösungen ver-
schiedener Konzentrationen (m/z = 458 = Disaccharid-2Na++H+, m/z = 480 = Disaccharid -Na+). 
Wesentlich für das Verständnis der Spektren ist, dass jedes einzelne der gezeigten Spektren durch 
die Anpassung der Laserintensität optimiert wurde. Dies ist jedoch für eine quantitative Untersu-
chung nicht zielführend. Hier ist nicht möglich, wie später detailliert dargestellt, von der Peakhöhe 
auf die Chondroitinsulfatkonzentration zu schließen. Die Darstellung dient vielmehr dazu, ein 
möglichst gutes Spektrum zu erhalten, um die Sensitivität der Methode zu zeigen. 




Abb. 5.6: MALDI-TOF MS Negativionenspektren von mit CSase ABC verdautem CS zum Empfindlichkeitsnachweis der 
Methode: Die absoluten CS-Konzentrationen auf der Probenplatte betragen rund: 20 nmol (a), 4 nmol (b), 0,8 nmol (c), 31 
pmol (d). Im Vergleich dazu ist ein Referenzspektrum mit CS Überschuss gezeigt (Referenzspektrum). Signale, die durch 
die Matrix und Matrix-Probencluster verursacht wurden, sind durch einen Stern (*) gekennzeichnet.  
 
Deutlich wird dies in der gezeigten Abbildung anhand der mit einem Stern kenntlich gemachten 
Matrixpeaks (zum Beispiel m/z = 499, 3 DHB-3H++K+).  Für die Aufnahme der Spektren mit hoher 
Chondroitinsulfatkonzentration war bereits eine geringe Laserintensität für gute Signal-Rausch-
Verhältnisse ausreichend. Die Matrixpeaks (*) sind kaum nachweisbar. Im Gegensatz dazu domi-
nieren sie die Spektren, welche eine geringere Analytkonzentration aufweisen und dementspre-
chend mit einer wesentlich höherer Laserintensität gemessen wurden. Die einzelnen Spektren dür-
fen daher in ihrer Peakhöhe nicht miteinander verglichen werden. Es sollte vielmehr gezeigt wer-
den, dass durch die Anpassung der Messparameter – in Abb. 5.6 exklusiv die Laserintensität – ein 
Nachweis von Chondroitinsulfat bis in den Picomolbereich gelingt.  
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Vergleichend hierzu erfolgt die Detektion der Tripeptide des mit Kollagenase verdauten Kollagen 
Typ I unter konstanten Messbedingungen (Daten gezeigt in Nimptsch et al. 2011). Diese Bestand-
teile der ECM lassen sich ebenso bis in den Picomolbereich nachweisen.  
Es konnte damit gezeigt werden, dass die MALDI-TOF MS auch für den Nachweis geringer Men-
gen von Chondroitinsulfat und Kollagen geeignet ist und so als ideale Methode für den sehr emp-
findlichen Nachweis der ECM im biotechnologisch hergestellten Knorpel angesehen werden kann. 
5.1.7 Festlegung der Standardbedingungen 
Die optimierten Bedingungen zur Analyse von Glykosaminoglykanen und Kollagen sowie natürli-
chem und artifiziellem Knorpel lassen sich wie folgt zusammenfassen und stellen, wenn nicht aus-
drücklich anders vermerkt, die Standardbedingungen für Probenpräparation und Analyse in die-
ser Arbeit dar:  
Glykosaminoglykane wurden enzymatisch verdaut und mit einer Matrix aus 2,5 Dihydroxybenzo-
esäure in 10%iger methanolischer TFA versetzt. Die Präparation erfolgt als Cokristallisation durch 
dried droplet-Präparation und Schnelltrocknung im Proben-Matrix-Verhältnis 1:1. Ionenkontami-
nierte Proben werden mittels „ZipTips“ (Millipore) gereinigt. Die Messung erfolgt in der Regel im 
Negativionen- und Reflektormodus.  
Zur Detektion der kollagenen Spaltprodukte erfolgt ebenfalls die enzymatische Digestion. Auch 
hier kommt die oben genannte Matrix zum Einsatz. Die Präparation erfolgt jedoch als „umgekehr-
te“ Oberflächenpräparation im Verhältnis 1:4. Der Nachweis erfolgt im Positivionen- und Reflek-
tormodus. Bei Bedarf erfolgt auch hier das Entsalzen der Probe mittels „ZipTips“.  
 
Kapitel 5: Ergebnisse  
 
53 
5.2 Qualitativer Nachweis enzymatischer Verdauungsprodukte  
           von kommerziell verfügbaren Bestandteilen der ECM 
Die beiden nichtkollagenen Hauptkomponenten der Extrazellulären Matrix, Hyaluronsäure und 
Chondroitinsulfat, besitzen Molekulargewichte von 1-3 × 106 Da bzw. 2-5 × 104 Da {Iozzo 1999}. Sie 
überschreiten damit die maximal mit MALDI-TOF MS detektierbare Masse. Um eine Analyse die-
ser hochmolekularen Knorpelkomponenten durchzuführen, bedarf es deshalb eines enzymatischen 
Verdaus. Hierfür stehen die Saccharidasen Chondroitinase ABC und Hyaluronidase zur Verfü-
gung.  
5.2.1 Chondroitinsulfat fragmentiert mittels Chondroitinase ABC  
Bei der Chondroitinase ABC handelt es sich um ein Enzym, welches spezifisch Chondroitinsulfat 
durch Spaltung der 1,4-glykosidischen Bindung in ein ungesättigtes Disaccharid umwandelt. Das 
„A“ steht für dessen Potenz, Chondroitinsulfat A enzymatisch zu verdauen. Gleichbedeutend mit 
Chondroitinsulfat A wird der Begriff Chondroitin-4-sulfat verwand. „B“ steht für die Spaltung von 
Dermatansulfat und „C“ für Chondroitin-6-sulfat {Löffler et al. 1999}. Chondroitinsulfat besteht 
aus repetitiven Disaccharideinheiten [GlcA(1-3)GalNAc(1-4)], welche kovalent am Core-Protein 
gebunden sind {Iozzo 1999}. Vorteile im Vergleich zum Einsatz anderer Enzyme, wie zum Beispiel 
die testikuläre Hyaluronidase, welche ebenso im Verdau von Chondroitinsulfat Anwendung fin-
det, sind die vollständige Aufspaltung der Polysaccharide und die Generierung eines einzigen 
Disaccharids aus N-Acetylgalaktosamin und Glucuronsäure {Schiller et al. 1999}. So kann mittels 
quantitativer Bestimmung des Endprodukts auf die Konzentration des nativen Chondroitinsulfats 
in der Originalprobe geschlossen werden {Nimptsch et al. 2009}. In Abbildung 5.7 ist exemplarisch 
das Chondroitin-6-Sulfat gezeigt, welches ebenso wie das Isomer Chondroitin-4-Sulfat in biologi-
schen Proben auftritt und mittels Tandem MS (MS/MS), aber auch NMR von Chondroitin-6-Sulfat 
differenziert werden kann {Zaia et al. 2003}. 
 
Abb. 5.7: Herstellung von ungesättigten Disacchariden aus Chondroitinsulfat mittels enzymatischen Verdaus mit Chon-
droitinase ABC.  
Analysiert man das enzymatische Verdauungsprodukt mittels MALDI-TOF Massenspektrometrie 
im Negativionenmodus, erhält man das in Abbildung 5.8 dargestellte Spektrum. 
Das Disaccharid besitzt eine Doppelbindung am Glucuronsäure-Rest zwischen C4 und C5. Das 
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mittels MALDI-TOF MS die einfach negativ geladenen Ionen m/z = 480 (-Na+) und m/z = 458 (-
2Na++H+) nachgewiesen werden können. Aufgrund der hervorragenden Nachweisbarkeit des 
Protonenaddukts bei m/z = 458 wird dieser als Standardpeak für den Nachweis von Chondroitin-
sulfat verwendet. Der Peak bei 656 Da ist ein durch die Verbindung von Matrixmolekülen mit dem 
Disaccharid in der Gasphase entstandenes Artefakt. Solche „Matrixaddukte“ sind für Phospholipi-
de seit langem bekannt {Schiller et al. 1999}. Das Tetrasaccharid (-H+, +Na+) erscheint bei m/z = 939, 
wenn auch mit geringerer Intensität als das Disaccharid. Es kann nur detektiert werden, wenn der 
enzymatische Verdau in einer frühen Phase gestoppt wird.  
 
Abb. 5.8:  MALDI-TOF Negativionenspektrum von Chondroitinsulfat, welches mit Chondroitinase ABC verdaut wurde in 
Gegenwart von DHB als Matrix 
Einen nicht unerheblichen Einfluss auf die in den gezeigten Spektren nachweisbaren Peaks haben 
jene, die durch die DHB-Matrix verursacht werden. Das in Abbildung 5.8 gezeigte Spektrum ist 
mit einem deutlichen Überschuss an Chondroitinsulfat-Disacchariden unter Idealbedingungen 
gemessen worden. Die Qualität der Spektren wird deutlich durch unerwünschte Peaks beeinflusst, 
sobald die Konzentration der Glykosaminoglykane innerhalb der Probe sinkt. Tabelle 5.4 zeigt eine 
Zusammenstellung aller detektierten m/z-Werte im Positiv- (linke Spalte) und Negativionenmodus 
(rechte Spalte) sowie deren Zuordnung. “CS” entspricht der Masse des neutralen, ungesättigten 
Disaccharids in der Natriumform (503 Da), “DHB” entspricht der Masse der verwendeten Matrix 
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Tabelle 5.4 Zuordnung der detektierten m/z-Werte aus den Positiv- und Negativionenspektren des Verdaus 
von Chondroitinsulfat mit Chondroitinase ABC 
Positivionenmodus  Negativionenmodus 
Masse m/z (Da)  Zuordnung  Masse m/z (Da)  Zuordnung 
402.0  M+H+-SO3Na  409.0  unbekannt 
409.0  unbekannt  431.0  unbekannt 
413.0  2DHB-3H++3Na++K+  437.0  unbekannt 
424.0  M+Na+-SO3Na  458.0  M-2Na++H+ 
429.0  2M-3H++2Na++2K+  465.0  3DHB-3H++2Na+-NaOH 
439.0  unbekannt  480.0  M-Na+ 
449.0  3M+Na+-2H2O  483.0  3DHB-2H++Na+ 
461.0  unbekannt  499.0  3DHB-2H++Na+ 
465.0  3DHB+K+-2H2O  505.0  3DHB-3H++2Na+ 
504.0  M+H+  537.0  unbekannt 
526.0  M+Na+  656.0  M-Na++Na-DHB 
545.0  3DHB-2H++2Na++K+  675.0  4DHB-3H++2Na++K+ 
551.0  3DHB-3H++4Na+  681.0  4DHB-3H++Na++K+ 
607.0  unbekannt     
  
5.2.2 Hyaluronsäure fragmentiert durch Chondroitinase ABC  
Auch Hyaluronsäure kann durch Chondroitinase ABC gespalten werden. Die zu erwartenden 
Abbauprodukte in ihrer vollständig dissoziierten Form zeigt Abbildung 5.9. Die dazugehörigen 
Negativionenspektren sind in Abbildung 5.11 zu sehen.   
 
Abb. 5.9: Abbauprodukt der mit Chondroitinase ABC verdauten Hyaluronsäure in vollständig dissoziierter Form. Darge-
stellt ist das ungesättigte Tetrasaccharid über dessen Entstehung noch keine vollständige Einigkeit besteht und das Disac-
charid als Hauptabbauprodukt {Schiller et al. 1998} 
5.2.3 Hyaluronsäure  fragmentiert durch Hyaluronidase 
Als Hyaluronidasen werden Enzyme bezeichnet, die Hyaluronsäure spalten. Hierbei handelt es 
sich nicht um ein einheitliches Enzym, man unterscheidet vielmehr drei Hauptkategorien mit un-
terschiedlichem Reaktionsmechanismus. (1) Hyaluronidasen vom testikulären Typ (Hyalurono-
Glucosaminidasen) (2) Blutegel-Hyaluronidasen (Hyaluron-Glycanohydrolasen) und (3) bakterielle 
Hyaluronidasen (Hyaluronan Lyase) {Menzel/Farr 1998}.  
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Die testikuläre Hyaluronidase, die bei den in dieser Arbeit beschriebenen Versuchen Anwendung 
findet, ist eine Endo-β-N-Acetyl-Hexosaminidase, die die β-N-Acetyl-D-Hexosamin-Glykosid–
bindung hydrolysiert. Diese Art von Bindung ist sowohl in der Hyaluronsäure, als auch im 
Chondroitinsulfat enthalten {Menzel/Farr 1998, Jedrzejas 2000}. Das heißt, dass auch die Hyaluro-
nidase als Enzym zum Chondroitinsulfat-Verdau geeignet ist. Ein wichtiger Unterschied zur 
Chondroitinase ABC ist jedoch, dass testikuläre Hyaluronidasen nicht zur Wassereliminierung 
führen.  
Außer dieser hydrolytischen Reaktion katalysiert die Hyaluronidase auch die Rückreaktion, das 
heißt, Di- und Tetrasaccharide werden wieder glykolytisch verknüpft. Wird also Hyaluronsäure 
mit Hyaluronidase verdaut, bestehen die Reaktionsprodukte hauptsächlich aus Tetra- und Hexa-
sacchariden und wenigen Di- und Octasacchariden. Das Hexasaccharid ist das kleinste abbaubare 
Substrat. Das Enzym hydrolysiert dieses in ein Disaccharid und ein Tetrasaccharid. Das Disaccha-
rid wird an ein anderes Hexasaccharid gebunden, es entsteht ein Octasaccharid, während das Tet-
rasaccharid intakt bleibt {Takagaki et al. 1994, Linker et al. 1956, Linker et al. 1960}. Die Produkte 
des beschriebenen Abbaus und die Negativionenspektren sind in den Abbildungen 5.10 und 5.11 
dargestellt. 
Im Gegensatz dazu spaltet die Blutegelhyaluronidase das Glukuron-Gerüst der Hyaluronsäure  
spezifisch und ist anderen Polysacchariden gegenüber sehr träge. Die bakterielle Hyaluronidase 
spaltet die Glykosid-Bindung durch einen β-Eliminatios-Prozess und ist nicht spezifisch für Hyal-
uronsäure, sondern depolymeriert ebenso Chondroitinsulfat {Jedrzejas 2000}. 
 
Abb. 5.10:  MALDI-TOF Negativionenspektrum von mit Hyaluronidase verdauter Hyaluronsäure (1 µl HA-Lösung, Konzent-
ration 1mg/ml, Proben/Matrix-Verhältnis 1:1, DHM Matrix, dried droplet, Probenplatt Gold) 
 




Abb. 5.11:  Übersichtsdarstellung der MALDI-TOF MS Negativionenmassenspektren der Abbauprodukte von Chondroitinase 
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5.2.4 Kollagen hydrolysiert mit Kollagenase 
Der Nachweis von Kollagen in biologischen Proben basiert derzeit auf chromatographischen Tech-
niken {Deyl et al. 2003} oder Elektrophorese {Deyl/Mikšík 1995}. Auch mittels immunozytologi-
scher Verfahren gelingt, wie durch Schulz et al. 2006 gezeigt, die Markierung verschiedener Kol-
lagentypen mittels monoklonaler Antikörper {Schulz et al. 2006}. Die Anwendung von spektrosko-
pischen Verfahren wie zum Beispiel der NMR (Nuclear Magnetic Resonance, magnetische Kern-
spinresonanz) ist bislang nur vereinzelt in der Literatur beschrieben {Huster et al. 2002}.  
Durch die Entwicklung von MS wie ESI (Elektrospray-Ionisation) und MALDI stehen hoch sensitive 
analytische Verfahren zur Kollagenanalyse zur Verfügung. Besonders MALDI-TOF MS (time-of-
flight) stellt eine universelle Methode zum Nachweis von Proteinen und Peptiden in biologischen 
Proben dar, denn trotz ihrer hohen Empfindlichkeit ist die Methode relativ unempfindlich gegen-
über Probenverschmutzungen zum Beispiel durch Salze {Fuchs et al. 2008}. Der quantitative 
Nachweis einer Alphakette vom Typ III Kollagen, welche aus Kalbshaut isoliert wurde, gelang 
mittels Ultraviolet MALDI MS {Kim et al. 2000}. Die intakte Kollagentriplehelix kann aufgrund 
ihrer Molekülgröße jedoch nicht detektiert werden. So wird zur Analyse von einzelnen Kollagen-
ketten eine vorherige thermische Denaturierung der Probe notwendig {Hambleton/Shakespeare 
1991}.   
Mit der Einführung der Infrarot (IR) Laser MALDI MS wurde die Analyse von nativem Kollagen, 
vor allem aus nicht kovalent gebundenen Tripelhelices bestehend, möglich.  So konnte Hühnerkol-
lagen Typ I, II und XI mittels IR-MALDI MS unter Zuhilfenahme von Bernsteinsäure als Matrix 
detektiert werden {Zaia et al. 1997}. Dreisewerd und Mitarbeiter identifizierten ganze fibriläre Kol-
lagenproteine des Typs I, III und V in Kalbshäuten {Dreisewerd et al. 2004}. Es bedarf jedoch einer 
aufwendigen Probenpräparation, um eine Probe mit so hoher Molekularmasse wie Kollagen Typ 
III mit mehreren hundert Kilodalton zu detektieren. Die Reproduzierbarkeit dieser Spektren erwies 
sich zudem bisher als unzureichend, so dass dieses Verfahren selbst für eine semiquantitative 
Auswertung nicht in Frage kommt.  
Im Folgenden haben Henkel und Dreisewerd Kollagen I, III und V mittels Cyanbromid abgebaut 
und mittels MS analysiert. So gelang es, einzelne Peptide nachzuweisen, die als Referenzsignale 
identifiziert wurden. Quantitative Daten konnten jedoch auch so nicht gewonnen werden.  
Zu dem am weitesten verbreiteten Kollagen im artikulären Knorpel, dem Typ II Kollagen, gibt es 
bis auf eine einzige Referenz {Zhang et al. 2006} keine Publikationen von anderen Forschungs-
gruppen. 
Es sollte deshalb hier gezeigt werden, dass die bakterielle Kollagenase genutzt werden kann, iso-
liertes Kollagen sowie nativen und biotechnologisch hergestellten Knorpel zu verdauen und somit 
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die Analyse von spezifischen Tripeptiden des Kollagens mittels MADLI-TOF MS zu ermöglichen. 
Ebenso soll die Methode die Basis für die quantitative Analyse der in der Probe enthaltenen Kol-
lagenmenge bilden. Die Möglichkeit zur Differenzierung zwischen den verschiedenen Kollagenty-
pen besteht jedoch bei diesem Vorgehen nicht, wie nachstehend detailliert gezeigt wird. 
Kollagenasen werden meist dazu verwendet, tierische Gewebe zu verdauen und dessen Zellen zu 
isolieren. Es handelt sich dabei nicht um ein spezifisches Enzym, sondern vielmehr um eine hete-
rogene Enzymfamilie. Synonym für diese Enzyme wird der Begriff Matrix-Metalloproteinasen 
(MMP) verwendet, da die Moleküle Zink oder andere zweiwertige Metalle enthalten. 
Die Kollagenasen von Mikroorganismen sind Virulenzfaktoren, die das Eindringen in die Haut 
und andere Bindegewebe ermöglichen. Die potenteste Kollagenase wird vom Gasbranderreger 
Clostridium histolyticum sezerniert. Diese Kollagenase wurde erstmals von MacLennan, Mandl und 
Howes isoliert und von Mandl 1953 detailliert beschrieben. Bei dieser Kollagenase handelt es sich 
um einen Mix aus mehreren verschiedenen Enzymen. Harper et al. isolierten schon 1965 zwei 
Fraktionen, ein Tetramer A und ein Dimer B {Harper 1965}. Bond und van Wart {1984} isolierten 
sechs unterschiedliche Enzyme (alpha, beta, gamma, delta, epsilon und zeta) mittels Chromatogra-
phie. Anhand der Aktivität gegenüber dem natürlichen Kollagen und dem synthetischen Peptid 2-
furanacryloyl-L-leucylglycyl-L-prolyl-L-alanine (FALGPA) teilten sie die sechs Kollagenasen an-
hand von Homologien ihrer Polypeptide, ihrer Substratspezifität und spezifischer Inhibitoren in 
zwei Klassen ein. Klasse I Kollagenasen (alpha, beta, und gamma) haben eine hohe enzymatische 
Aktivität gegenüber nativem Kollagen und eine mäßige gegenüber dem FALGPA-Peptid. Klasse II 
Kollagenasen (sigma, epsilon, and sigma) hingegen besitzt eine eingeschränkte Aktivität gegen-
über Kollagen und eine hohe FALGPA-Aktivität (Bond 1984a, Bond 1984b, Bond 1984c).  
Bei beiden Klassen handelt es sich um Endopeptidasen mit einer Tripeptidylcarboxypeptidase-
Aktivität. Letztere dient zum Abbau der Gly-X-Y Tripeptide vom C-Terminus aus. Klasse I Kol-
lagenasen greifen Typ I, II oder III Kollagenfragmente nahe dem Ende der Tripelhelix an, der Aus-
gangsort der hydrolytischen Spaltung der Klasse II Kollagenasen ist das Innere der Kollagenstruk-
tur {Angleto 1988}  Die Kollagenasen des Gasbranderregers (im Weiteren Kollagenase genannt) 
enthält Zink. Sie haben ihr pH-Optimum bei 7,4 {Kono 1968} und sind auf das Vorhandensein von 
Ca2+ als Aktivator und Thermostabilisator angewiesen. Sie können durch EDTA, Cystein und  
O-Phenanthrolin inhibiert werden {Takahashi 1970}. In einer Nebenaktivität hydrolysiert die Kol-
lagenase A, die auch als Clostridiopeptidase A bezeichnet wird ebenfalls die Proteoglykane, so 
dass man bei Zugabe dieses Enzyms zu nativem Knorpel von einer fast vollständigen Auflösung 
sprechen kann.  
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Interpretation der Spektren 
Um das im Knorpel enthaltene Kollagen mittels MALDI-TOF MS quantifizieren zu können, nutz-
ten wir die oben beschriebene Tripeptidylcarboxypeptidase-Aktivität der Kollagenase. Verdaut 
man mit ihr Knorpel oder pures Kollagen, erhält man ein Spektrum von Tripeptiden, das, wie ein 
Fingerabdruck, für jedes Kollagen spezifisch ist. Die Interpretation eines solchen Spektrums 
scheint schwierig, da im humanen Kollagen II 21 Aminosäuren vorkommen. Gruppieren sich diese 
zu Tripeptiden, gibt es theoretisch über 9000 verschiedene Möglichkeiten und somit eine Unzahl 
von Peaks im Massenspektrum. Hinzu kommt, dass jedes Tripeptid durch Ionenaustausch weitere 
Peaks verursachen kann. Es scheint, als sei die Kollagenase als Enzym, welches den Nachweis von 
Kollagen im biotechnologisch hergestellten Knorpel möglich machen soll, ungeeignet. Um ihre 
Anwendbarkeit auf Kollagene zu überprüfen und zum besseren Verständnis der zu erwartenden 
Spektren wurden zunächst folgende kommerziell verfügbare Tripeptide mittels MALDI-TOF MS 
untersucht: Gly-Pro-Hyp, Gly-Pro-Glu, Gly-Pro-Ala, Gly-Pro-Thr und Gly-Pro-Arg (Sigma-
Aldrich, Taufkirchen, Deutschland). Bei der repetitiven Aminosäuresequenz Gly-Pro-X handelt es 
sich um den Hauptbaustein des Kollagens. X repräsentiert am häufigsten den Aminosäurerest Hyp 
und Glu {Eyre 2004}. Ramshaw {1998} wies mittels einer guest vs host – Reaktion nach, dass von den 
400 möglichen Gly-Pro-X Kombinationen lediglich 10% signifikant vertreten sind. Daher kann 
begründet angenommen werden, dass sich durch die genannten Tripeptide ein Großteil der Kol-
lagenpeaks erklären lässt. Um dies zu beweisen, wurden die Tripetide in Wasser gelöst und mit 
Kollagenase versetzt, um einen möglichen negativen Einfluss des Enzyms auf das Spektrum zu 
simulieren. Aufgenommen wurden die Spektren im Positivionenmodus unter Einsatz von DHB-
Matrix nach der im Kapitel 5.1 beschriebenen Präparationstechnik. 
In Abbildung 5.12 sind die Positivionenspektren der Tripeptide gezeigt. Das Na+-Addukt von z.B. 
Gly-Pro-Ala führt zum Peak bei m/z = 266. Das K+-Addukt wird bei m/z = 282 beobachtet. Bei An-
wesenheit von Amino- und Carboxylgruppen kann ein H+/Na+ und H+/K+ stattfinden. Diese 
Peaks sind ebenfalls nachweisbar. Die Peaks der anderen Tripeptide erklären sich in gleicher Wei-
se. Die Intensitäten der einzelnen Peaks verschiedener Spektren können, vermutlich aufgrund des 
unterschiedlichen Salzgehaltes der synthetisch hergestellten Peptide, nicht untereinander vergli-
chen werden. Somit wurde auch auf die Darstellung der y-Achse verzichtet. Alle Proben wurden 
wie oben geschrieben präpariert und bei identischer Laserintensität gemessen.  
Tabelle 5.5 Formeln und isotopenreine (Atom)-Masse der gezeigten Tripeptide 
Tripeptid  Formel  Masse (Da) 
Gyl-Pro-Ala  C10H17N3O4  243.1 
Gly-Pro-Thr  C11H19N3O5  273.1 
Gly-Pro-Hyp  C12H19N3O5  285.1 
Gly-Pro-Glu  C12H19N3O6  301.1 
Gly-Pro-Arg  C13H24N6O4  328.2 




Abb. 5.12: Positivionenspektren ausgewählter Tripeptide des Kollagens (Gly-Pro-X) sowie Zuordnung der im Spektrum des 
mit Kollagenase verdauten Kollagens detektierbaren Peaks (übersichtshalber wurde im untersten Spektrum nur die Letzte 
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Im untersten Spektrum der Abbildung 5.12 ist ein mit Kollagenase verdautes bovines Kollagen Typ 
I gezeigt. Alle Peaks, die sich durch die fünf oben dargestellten Tripeptide erklären lassen, sind 
farbig markiert. Es kann gezeigt werden,  dass sich ein Großteil der Kollagenpeaks den fünf ge-
zeigten Tripeptiden zuordnen lässt. Die isolierte Betrachtung der Tripeptide Gly-Pro-X zur Inter-
pretation der Spektren scheint sinnvoll. Analysiert man die Peptidsequenz des humanen Kollagens 
II zeigt sich, dass die Tripeptide Gly-Pro-Asp/His/Phe/Cys/Tyr nicht vorkommen. Die Amino-
säuren Hydroxyprolin, Leucin und Isoleucin haben identische Massen (113 Da) und bilden somit 
einen gemeinsam Peak. Ebenso verhält es sich bei Lysin und Gutamin (128 Da). Tabelle 5.6 zeigt 
alle relevanten Massen der Tripeptide Gly-Pro-X, die für die Auswertung der Positivionenspektren 
notwendig sind, in ihrer ungelabelten (P) und 13C gelabelten (P*) Form. X steht für die letzte Ami-
nosäure des Tripeptids. P steht für das Protonenaddukt dieser Aminosäure, Na für das Natrium-, 
K für das Kaliumaddukt. Glycin hat eine Masse von 75 g/mol, Prolin eine von 115 g/mol. Die an-
gegebenen Werte errechnen sich aus Gly+Pro+X und zweimaliger Wasserabspaltung.   
Tabelle 5.6: Massen in g/mol der Tripeptide Gly-Pro-X in der ungelabelten (P) und 13C gelabelten (P*) Form 
P P* X Ion  P P* X Ion  P P* X Ion 
243 255 Ala Pr  309 319 Ala 3 Na  339 351 Glu  K 
259 262 Ser Pr  309 321 Val K  339 350 Thr  3 Na 
265 272 Ala Na  311 322 Thr  K  344 357 Lys Na, Na 
269 281 Pro Pr  313 325 Pro Na, Na  344 356 Gln Na, Na 
271 283 Val Pr  315 327 Val Na, Na  345 357 Hyp Na, K 
273 284 Thr  Pr  317 328 Thr  Na, Na  345 357 Glu  Na, Na 
281 291 Ala K  319 329 Ala K, K  345 357 Pro K, K 
281 284 Ser Na  319 322 Ser Na, K  345 358 Ile/Leu Na, K 
285 297 Hyp Pr  322 335 Lys Na  346 357 Asn Na, K 
285 298 Ile/Leu Pr  322 334 Gln Na  347 359 Val K, K 
286 297 Asn Pr  323 335 Hyp K  349 360 Thr  K, K 
287 297 Ala Na, Na  323 335 Glu  Na  350 363 Arg Na 
291 303 Pro Na  323 336 Ile/Leu K  360 373 Lys Na, K 
293 305 Val Na  324 335 Asn K  360 372 Gln Na, K 
295 306 Thr  Na  328 341 Arg Pr  361 373 Hyp K, K 
297 300 Ser K  329 341 Hyp Na, Na  361 373 Glu  Na, K 
300 313 Lys Pr  329 341 Pro Na, K  361 374 Ile/Leu K, K 
300 312 Gln Pr  329 342 Ile/Leu Na, Na  362 373 Asn K, K 
301 313 Glu  Pr  330 341 Asn Na, Na  366 379 Arg K 
303 306 Ser Na, Na  331 341 Ala 4 Na  372 385 Arg Na, Na 
303 313 Ala Na, K  331 343 Val Na, K  376 389 Lys K, K 
307 319 Hyp Na  333 344 Thr  Na, K  376 388 Gln K, K 
307 319 Pro K  335 338 Ser K, K  377 389 Glu  K, K 
307 320 Ile/Leu Na  338 351 Lys K  388 401 Arg Na, K 
308 319 Asn Na  338 350 Gln K  404 417 Arg K, K 
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Ordnet man nun dem bereits in Abbildung 5.12 gezeigten Kollagen Typ I Spektrum die Werte aus 
Tabelle 5.6 zu, lassen sich beinahe alle Peaks problemlos interpretieren, jedoch nicht immer einem 
einzigen Tripeptid eindeutig zuordnen. Wie in der vorgestellten Tabelle gezeigt, gibt es vereinzelt 
Massen, die sich über verschiedene Addukte erklären lassen. Die resultierenden Peaks stammen so 
von der Überlagerung verschiedener Spezies, dienen aber dennoch als Kollagenmarker.  
 
Abb. 5.13.: Positivionenspektrum von bovinem Kollagen Typ I hydrolysiert mit Kollagenase. Zugeordnet wurden die beo-
bachteten Peaks der Addukte Gly-Pro-X aus Tabelle 5.6 
Die Peptidsequenzen verschiedener Kollagentypen variieren erheblich. Gleiches gilt für die Se-
quenzen gleicher Kollagentypen verschiedener Spezies. Somit erhält man nach dem Verdau des 
Kollagens ein typ- und speziesspezifisches Verteilungsmuster der verschiedenen Tripeptide, wel-
ches einem Fingerabdruck gleicht. Aufgrund der oben dargestellten Vielfältigkeit der möglichen 
Peaks besteht nicht der Anspruch, Spektren zu erhalten, deren Peaks eindeutig einem einzelnen 
Tripeptid zuzuordnen sind. Es ist vielmehr im Interesse der hier dargelegten Arbeit, Referenzspek-
tren zu generieren, die reproduzierbar verschiedene Kollagentypen repräsentieren und eine Aus-
sage über das Vorhandensein bestimmter Kollagenmuster in unbekannten Proben, wie zum Bei-
spiel biotechnologisch hergestellten Knorpel, erlauben.  
Abbildung 5.14 zeigt vergleichend die Positivionenspektren von bovinen Kollagen Typ II, huma-
nen Kollagen Typ IV sowie Kollagen Typ I der Ratte, wie es zur Herstellung von Kollagengelen 
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Abb. 5.14:  MALDI-TOF Positivionenspektren von bovinem Kollagen Typ II (oben), humanem Kollagen Typ IV (Mitte) und 
Rattenkollagen Typ I (unten) nach Abbau mit Kollagenase 
Im natürlichen Knorpel kommen verschiedene Kollagentypen gleichzeitig vor. Daher erhält man 
auch für den natürlichen Knorpel spezifische Signale (vgl. Kapitel 5.4), die in einem einzigen 
Spektrum alle vorhandenen Kollagene anzeigen. Dadurch ist es möglich, verschiedene Proben – 
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zum Beispiel Konstrukte einer Kultivierungsreihe unterschiedlicher Kultivierungsdauern – mitei-
nander zu vergleichen.  
Unsere Forschungsgruppe zeigte in einer 2011 erschienenen Publikation eine Empfindlichkeitsprü-
fung des hier beschriebenen enzymatischen Verdaus. Es ließ sich zeigen, dass Kollagenbestandteile 
bis zu einer Endkonzentration von 5 pg Peptid auf der MALDI Probenplatte nachweisbar sind. 
Somit handelt es sich um ein sehr sensitives Verfahren zum Nachweis von Kollagenbestandteilen 
{Nimptsch et al. 2011} 
Nachteilig bei der Verwendung von Kollagenase zur Hydrolyse des Kollagens ist, dass die Diffe-
renzierung zwischen verschiedenen Kollagentypen eines Kollagengemisches oder einzelnen Kol-
lagenketten nicht gelingt. Dies erweist sich als ein erheblicher Nachteil, da die Zusammensetzung 
des Gemisches von entscheidender Bedeutung für das Monitoring von biotechnologisch hergestell-
tem Knorpel ist. Dies gilt zum einen, da die mengenmäßige Verteilung der verschiedenen Kollage-
ne wesentlich für die biomechanischen Eigenschaften des Knorpels und damit schlussendlich für 
den klinischen Erfolg der matrixgekoppelten ACT ist. Zum anderen werden, wie im Kapitel 3.4 
dargestellt, die Chondrozyten in eine Matrix aus Kollagen Typ I gesät.  Die Differenzierung zwi-
schen Matrixkollagen und neu gebildetem Kollagen durch die eingesäten Chondrozyten bzw. 
Stammzellen ist somit zwingend erforderlich.  
5.2.5 Kollagen enzymatisch verdaut mit Trypsin 
Bei Trypsin handelt es sich um eine Serinprotease, die beim Proteinverdau eine entscheidende 
Rolle spielt. Es wird als inaktive Vorstufe Trypsinogen im Pankreas produziert und in das Darm-
lumen sezerniert. Durch eine membranständige Enteropeptidase wird ein Hexapeptid abgespalten 
und Trypsin aktiviert, welches durch eine positive Rückkopplung sich selbst und andere Vorstufen 
von Verdauungsenzymen in die aktive Form umwandelt {Löffler 1997}.  
Trypsin besteht aus einer einzelnen Polypeptidkette mit 223 Aminosäureresten, die über Disulfid-
brücken quervernetzt sind. Das aktive Zentrum konnte mittels Kristallographie und der Analyse 
von Enzyminhibitorkomplexen ermittelt werden. Es setzt sich aus der katalytischen Triade Aspa-
ragin 102, Histidin 57 und Serin 195 zusammen {Godzhaev 1984}. 
Bedeutsam für die Proteinanalytik ist Trypsin aufgrund seiner ausgeprägten Regioselektivität. Es 
spaltet die Polypeptidkette jeweils nach den Aminosäuren Lysin und Arginin, es sei denn, sie wer-
den von einem Prolin gefolgt. Die Hydrolyserate ist erheblich langsamer,  wenn zu beiden Seiten 
der Schnittstelle eine saure Aminosäure folgt {Keil 1992}.  
Ist die Peptidsequenz eines Proteins bekannt, so lassen sich die Bruchstücke prognostizieren und 
deren Massen errechnen. Abbildung 5.15 zeigt das Herangehen beispielhaft für die ersten 180 
Aminosäurereste der α-1-Kette des bovinen Kollagen Typ 1. Die gesamte Peptidkette besteht aus 
1463 Aminosäuren {Löffler 1997}.  
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Im ersten Schritt 





haben sich hierzu 
Datenbanksuchen 
erwiesen (z.B. mit-
tels Expasy).  




gesucht. Auch hier 
kann man auf „Pep-
tid Cutter“ aus dem 
Internet zurück-
greifen.  
Im dritten Schritt 
werden den Bruch-
stücken ihre Mas-
sen zugeordnet. Man hat so bereits vor der Messung eine genaue Vorstellung, welche Peaks typi-
scherweise im Spektrum zu sehen sein müssen. Zu beachten ist, dass Trypsin unter Laborbedin-
gungen nicht jede mögliche Schnittstelle nutzt. Durch Auslassen einzelner Cuts (so genannte 
Missed cleavages) entstehen größere Bruchstücke.  
Allein die Peptide der tryptisch verdauten α-1-Kette des bovinen Kollage Typ I führen zu über 100 
Peaks, welche sich über einen Massenbereich von fast 4000 Da erstrecken. Für die Analyse von 
Kollagengemischen erscheint es daher sinnvoll, einen repräsentativen Massenbereich zu wählen 
und einige besonders markante Peaks im Sinne eines Masterpeaks zu betrachten.  
Abbildung 5.16 zeigt das Positivionenspektrum von Kollagen Typ I der Ratte nach tryptischer 
Hydrolyse über einen Massenbereich von 830 bis 2620 Da.  In Tabelle 5.6 sind die dazugehörigen 
Peptidsequenzen und die Zuordnung zur jeweiligen Alphakette dargestellt. Es wurden ausschließ-
lich die Protonenaddukte betrachtet.   
 
Abb. 5.15: Flussdiagramm zum Vorgehen bei Anwendung von Trypsin zur Sequenzanalyse von 
Proteinen 




Abb. 5.16: MALDI-TOF Positivionenspektrum von Kollagen Typ I nach tryptischem Verdau (1 µl Kollagen Typ I-Lösung, 
Konzentration 10 mg/ml, Proben/Matrix-Verhältnis 1:4, DHB Matrix, „umgekehrte“ Oberflächenpräparation, Probenplatte Gold) 
Tabelle 5.6 Zuordnung der Peptidsequenzen zu den in Abbildung 5.12 gezeigten Peaks 
Masse m/z (Da)  Kette  Missed cleavages  Peptidsequenz 
840  Co1A2  0  GVVGPQGAR 
851  Co1A1  0  GFSGLDGAK 
1087  Co1A1  0  GNNGAPGNDGAK 
1146  Co1A1  0  GQAGVMGFPGPK 
1161  Co1A1  0  GVPGPPGAVGPAGK 
1202  Co1A1  0  GHRGFSGLDGAK 
1265  Co1A 2  1  GPAGPSGPIGKDGR 
1291  Co1A1  0  GPSGPQGPSGAPGPK 
1452  Co1A1  0  SAGVSVPGPMGPSGPR 
1452  Co1A1  1  RGFPGLPGPSGEPGK 
1533  Co1A1  0  GETGPAGPAGPIGPAGAR 
1559  Co1A1  0  GLTGPIGPPGPAGAPGDK 
1561  Co1A2  0  GSPGEPGSAGPAGPPGLR 
1561  Co1A2  0  GEPGPAGSVGPVGAVGPR 
1576  Co1A2  0  GPPGESGAAGPSGPIGIR 
1584  Co1A1  1  GGPGSRGFPGADGVAGPK 
1637  Co1A1  2  GKRGFPGLPGPSGEPGK 
1655  Co1A2  1  GLVGEPGPAGSKGETGNK 
1975  Co1A2  1  NGDRGETGPAGPAGPIGPAGAR 
2025  Co1A2  1  HGNRGEPGPAGSVGPVGAVGPR 
2535  Co1A2  2  TGPPGPSGITGPPGPPGAAGKEGIRGPR 
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Die Probe aus Abbildung 5.16 besteht aus einem einzigen Kollagentyp, welcher sich aus zwei ver-
schiedenen Alphaketten zusammensetzt. Ungleich komplexer gestalten sich die Spektren von Kol-
lagengemischen. Daher ist es sinnvoll ein zu analysierendes Kollagengemisch mittels SDS-PAGE 
(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis) aufzutrennen und die erhaltenen 
Banden einzeln tryptisch zu verdauen.  
Zur Aufnahme der hier gezeigten Spektren wurden verschiedene Kollagenarten in einem Ac-
rylamid-/ Bisacrylamidgel (37,5:1) mittels Elektrophorese aufgetrennt. Um den Nachweis mittels 
MALDI-TOF MS zu er-
möglichen, wurden die 
Banden ausgestochen 
und tryptisch verdaut. 
Im Anschluss wurden 
die Proteine extrahiert 
und mittels „ZipTips“ 
aufgereinigt. Die detail-
lierten Versuchsproto-
kolle finden sich in Kapi-
tel 4. Bovines Typ 1 Kol-
lagen liefert sechs ver-
schiedene Banden. Alle 
Banden wurden mittels 
MALDI-TOF MS im 
Positivionenmodus ge-
messen. Abbildung 5.17 
zeigt die dazugehörigen 
MALDI-TOF Spektren über einen Massenbereich von 800 bis 2350 Da. Es zeigte sich, dass die Ban-
de drei die meisten Kollagenpeaks liefert und somit am charakteristischen ist.  
 
Abb. 5.17:  MALDI-TOF Positivionenspektren von bovinem Kollagen Typ I nach SDS-
PAGE und Hydrolyse mit Trypsin  
Abb. 5.18: MALDI-TOF Positivionenspektrum von bovinem Kollagen Typ I nach Auftrennung mittels SDS-PAGE und 
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Analysiert man die dritte Bande wie oben beschrieben, lassen sich beinahe alle Peaks zuordnen. 
Die schwarzen Ziffern kennzeichnen das Protonenaddukt, die hellblauen Ziffern die Ionenaddukte.  
 Tabelle 5.6: Zuordnungen der MALDI MS Peaks von tryptisch hydrolysiertem bovinem Kollagen Typ I  
Nr.  [m/z]  M
C 
 Peptidsequenz Protonenaddukt  Nr.  [m/z]  M
C 
 Peptidsequenz Ionenaddukt 
1  836  0  GPPGPQGAR / GPAGPQGPR  1  805  0  GAAGLPGPK + K+ 
2  851  0  GFSGLDGAK  2  840  0  GEPGDAGAK + K+ 
3  854  0  GEGGPQGPR  3  898  0  GEGGPQGPR + 2 Na+ 
4  868  0  GFSGLDGAK hydrox.   4  906  0  GFSGLDGAK hydrox. + K+ 
5  886  0  GSEGPQGVR  5  928  0  GFSGLDGAK + 2 K+ 
6  1029  0  GANGAPGNDGAK  6  1021  0  QGPSGASGER + 2 K+ 
7  1045  0  GANGAPGNDGAK hydrox.   7  1095  0  GFPGADGVAGPK + Na+ 
8  1072  0  GFPGADGVAGPK  8  1105  0  GANGAPGNDGAK + 2 K+ 
9  1099  0  GLPGTAGLPGMK  9  1124  0  QLSYGYDEK + Na+ 
10  1114  0  GLPGTAGLPGMK hydrox.  10  1153  0  GLPGTAGLPGMK hydrox. + K+ 
11  1427  0  GSAGPPGATGFPGAAGR  11  1175  1  GLPGTAGLPGMK + 2 K+ 
12  1496  0  STGISVPGPMGPSGPR  12  1190  0  GLPGTAGLPGMK hydrox. + 2 K+ 
13  1561  0  GETGPAGPAGPIGPVGAR  13  1204  0  GVPGPPGAVGPAGK + 2 Na+ 
14  1608  0  GSPGEAGRPGEAGLPGAK  14  1221  0  GQAGVMGFPGPK + 2 K+ 
15  1812  1  GQAGVMGFPGPKGAAGEPGK  15  1270  0  GLTGSPGSPGPDGK + 2 Na+ 
16  1836  1  GEAGPSGPAGPTGARGAPGDR  16  1286  0  GLTGSPGSPGPDGK + Na+ + K+ 
17  1976  1  SGDRGETGPAGPAGPIGPVGAR  17  1334  0  GFPGLPGPSGEPGK + K+ 
18  2057  0  GRPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQR  18  1355  0  GFPGLPGPSGEPGK + Na+ + K+ 
19  2184  0  GARGEPGPAGLPGPPGERGGPGSR  19  1534  0  STGISVPGPMGPSGPR + K+ 
20  2260  0  GDAGPPGPAGPAGPPG-
PIGNVGAPGPK 
 20  1583  0  GETGPAGPAGPIGPVGAR + Na+ 
21  2273  2  GEPGPTGIQGPPGPAGEEGKRGAR  21  1649  0  NGDDGEAGKPGRPGER + K+ 
        22  1656  0  NGDDGEAGKPGRPGER + 2 Na+ 
        23  1822  0  GPPGPMGPPGLAGPPGESGR + K+ 
        24  1844  0  GPPGPMGPPGLAGPPGESGR + Na+ 
+ K+ 
        25  1875  0  GEPGPTGIQGPPGPAGEEGK + 2 
Na+ 
        26  1891  0  GEPGPTGIQGPPGPAGEEGK+ Na+ + 
K+ 
        27  1997  2  GHRGFSGLDGAKGDAGPAGPK + 2 
Na+ 
        28  2133  0  GRPGADGPAGAPGTPGPQGIAGQR 
+ 2 K+ 
        29  2161  0  GEPGPPGPAG-
FAGPPGADGQPGAK+ 2 K+ 
        30  2200  0  GDAGAPGAPGSQGAPGLQGMPGE
R + 3 Na+ 
        31  2289  0  GPPGPQGARGLPG-
TAGLPGMKGHR + Na+ 
Nr.   = Nummer der Peaks in Abbildung 5.18 
[m/z]  = Masse in Da 
MC  = Missed cleavages 
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5.3 Quantitativer Nachweis enzymatischer Verdauungsprodukte  
            des Chondroitinsulfats  
Wie gezeigt, gelingt der Nachweis von Glukosaminoglykanen mittels MADLI-TOF MS problemlos. 
Wesentlich schwieriger ist eine Aussage darüber zu machen,  in welcher Menge ein Stoff innerhalb 
eines Probengemisches vorliegt. Diese Problematik soll am Beispiel des Chondroitinsulfats erläu-
tert werden. Hierzu wurden eine Chondroitinsulfatlösung in einer Konzentration von 1 mg/ml 
hergestellt und schrittweise mit destilliertem Wasser auf eine Konzentration auf 0,1 µg/ml ver-
dünnt. Im Anschluss wurden die Lösungen mit Chondroitinase ABC bei 37°C über zwei Stunden 
enzymatisch verdaut. Im Anschluss wurden die Proben bekannter Konzentration mittels MALDI-
TOF MS mit dem Ziel gemessen, die für die Quantifizierung der Knorpelbestandteile geeigneten 
Messparameter zu finden.   
5.3.1 Peakintensität 
Zur quantitativen Beurteilung einer biologischen Probe unbekannter Zusammensetzung ist die   
alleinige Bestimmung der Intensität des Analyten ungeeignet. Sie verändern sich in Abhängigkeit 
verschiedener Mess-






zum Beispiel die Pro-
benpräparation auf 
dem Target spielen 
eine Rolle. Einen 
besonders großen 
Einfluss auf die abso-
lute Peakintensität 
hat die Ionenkon-
zentration in der 
Probe. In Abbildung 
5.19 sind die Nega-
tivionenspektren einer Chondroitinsulfatlösung mit konstanter Konzentration gezeigt, welche 
unter identischen Messbedingungen aufgenommen wurden. Die Proben unterscheiden sich jedoch 
in der Ionenzusammensetzung der Lösungen. So wurde für die im obersten Spektrum dargestellte 
Probe destilliertes Wasser verwendet, für die im mittleren Spektrum gezeigte physiologische 
 
Abb. 5.19:  Negativionenspektren einer mit CSase verdauten Chondroitinsulfat-Lösung 
konstanter Konzentration in Abhängigkeit der Ionenkonzentration. Es fanden konstante 
Messbedingungen Anwendung. Alle Spektren weisen die gleiche Skalierung entlang der 
y-Achse auf. Bei den nicht beschrifteten Peaks handelt es sich um Matrix-Cluster-Ionen, 
die als Artefakte zu betrachten sind.  
458
480
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Kochsalzlösung und für die dritte Probe kam ein typisches Nährmedium (bestehend aus modifi-
ziertem DMEM zuzüglich fetalem Kälberserum, Askorbinsäure und Gentamycin) zur Anwendung. 
Da die Konzentration des Analyten in allen drei Proben identisch ist, war in allen Fällen die gleiche 
Peakhöhe zu erwarten. Wie in der Abbildung gezeigt, beeinflusst die Ionenkonzentration das Er-
gebnis jedoch erheblich und macht eine Vergleichbarkeit der Konzentration der Proben anhand der 
Peakhöhe schwierig. Daher ist die alleinige Bestimmung der Peakintensität zur Quantifizierung 
des CS-Gehalts von biologischen Proben unterschiedlicher Zusammensetzung nicht geeignet.   
Anders verhält es sich, wenn sich die zu 
untersuchenden Proben ausschließlich 
hinsichtlich der Analytkonzentration 
unterscheiden und die Messung streng 
unter standardisierten Bedingungen statt-
findet. Betrachtet man, wie in Abbildung 
5.20 dargestellt, die Peakintensitäten für 
m/z = 458 in Abhängigkeit von der Kon-
zentration, so zeigt sich bei konstanten 
Messbedingungen eine hinreichend gute 
Korrelation. Es darf somit bei der Analy-
se von biologischen Proben, welche sich 
nur in der Konzentration des Analyten, 
nicht aber in der weiteren Zusammensetzung unterscheiden sowie bei konstanten Messbedingun-
gen von der Peakintensität auf die relative Konzentration des Analyten geschlossen werden.  
5.3.2 Signal-Peak/Matrix-Peak-Verhältnis 
Bei allen in dieser Arbeit gezeigten MALDI-TOF massenspektrometrischen Messungen wurde die 
in Kapitel 5.1 beschriebene DHB Matrix 
verwendet. Ihre Konzentration ist bekannt 
und stets im Überschuss zur Analyse. Sie 
verursacht bei Laserbeschuss charakteris-
tische Oligomere {Petkovic et al. 2001}. Im 
Negativionenspektrum kann z.B. der Peak 
bei m/z = 499 einem Ion der Zusammen-
setzung [3M – 2H+ + 1K+] zugeordnet 
werden, wenn „M“ das Molekulargewicht 
von DHB (154g/mol) bedeutet. Dieser 
Peak kann, wie in Abbildung 5.21 gezeigt, 
genutzt werden, um ein Signal-
Peak/Matrix-Peak-Verhältnis zu ermit-
Abb. 5.20:  Korrelation aus Peakintensität und Konzentration 
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teln. Problematisch bei dem Einsatz dieses Verhältnisses zur Quantifizierung ist wiederum die 
Abhängigkeit der Methode von stabilen Messbedingungen und einer vergleichbaren Ionenzu-
sammensetzung und –konzentration {120}. Verändert man zum Beispiel die Probenzusammenset-
zung zu Gunsten des Natriums, nimmt die Peakintensität von m/z = 499 ab und ein anderer Mat-
rixpeak (m/z = 505; [3M – 3H+ + 2 Na+]) wird intensiver. Bei zunehmender Verdünnung mit destil-
liertem Wasser verschiebt sich die Relation zwischen den intensiven Peaks bei m/z = 505.0 und 
681.0, welche einem Na+-DHB-Cluster entsprechen, hin zu den Peaks bei m/z = 499.0 und 675.0, 
deren Zuordnung wie in Tabelle 5.4 eingangs gezeigt einem K+-DHB-Clusterion entspricht. Dies 
suggeriert eine erhöhte Affinität von DHBs zu K+. Jedoch lässt sich dieser Effekt in den Positivio-
nenspektren nicht zeigen, weshalb hier auch nicht detailliert auf diesen Aspekt eingegangen wer-
den soll. Ersichtlich ist aber, dass der Vergleich der Intensitäten des Analyt- vs. Matrixpeaks für die 
Quantifizierung unterschiedlicher Proben nicht geeignet ist. 
5.3.3 Zusetzen eines Standards 
Die Zugabe einer bekannten Verbindung als Referenzsubstanz zur Definition eines Standardpeaks 
findet häufig Anwendung. Kenntnisse über die zu untersuchende Probe sind jedoch unbedingte 
Voraussetzung für die Nutzung dieser Methode. So muss der Standard in seinen Eigenschaften der 
zu untersuchenden Verbindung ähnlich sein, ohne jedoch die Probe zu verändern oder das Spekt-
rum zu beeinflussen. Ebenfalls muss Klarheit darüber bestehen, in welcher Konzentration die ge-
suchte Verbindung vorliegt, damit der Standard weder über- noch unterdosiert wird. Nimptsch et 
al. {2011} setzten für die quantitative Analyse von Gly-Pro-Hyp, welches als repräsentatives Tripe-
ptid für Kollagen angesehen werden darf, Arg-Gly-Asp ein. Dieses Referenzpeptid weist eine hö-
here monoisotopische Masse (m/z = 346 für das H+-Addukt) auf, so dass es zu keinen Interferenzen 
zwischen Standard und Analysesubstanz kam. Es ließ sich eine lineare Relation zwischen den 
Peak-Intensitäten des Standards und Gly-Pro-Hyp im Verhältnis zur absoluten Menge auf dem 
Probentarget zeigen. Jeweils in den Bereichen besonders niedriger bzw. besonders hoher Kon-
zentrationen bestand jedoch eine signifikante Abweichungen von der Intensität {Nimptsch et al. 
2011}.  
5.3.4 Signal-Rausch-Verhältnis  
Das Signal-Rausch-Verhältnis (S/N Verhältnis) wird bereits für die quantitative Bestimmung von 
geladenen Lipiden {Müller 2001} und Lysophospholipiden {Petkovic et al. 2001b} genutzt und ist 
definiert als die Höhe des Peaks über der Basislinie relativ zur Standardabweichung des „Rau-
schens“ {Busse et al. 2006}. Busse veröffentlichte aktuell die Anwendung dieser Methode auf Hyal-
uronsäure [Busse et al. 2006]. Hierzu wurden die MALDI-TOF Massenspektren von Hyaluronsäure 
(HA-6) in absoluten Konzentrationen von 2,71 bis 0,04 pmol ausgewertet. Es konnte ein linearer 
Zusammenhang zwischen der Konzentration und dem S/N Verhältnis nachgewiesen werden. 
Besonders vielversprechend für die Anwendung dieser Methode zur Analyse der Zusammenset-
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zung von artifiziellem Knorpel ist, dass auch bei Anwesenheit hoher Salzkonzentrationen nahezu 
dieselben Ergebnisse erzielt werden konnten. Wie zur Überprüfung der anderen Quantifizie-
rungsmethoden wurden auch hier Lösungen verschiedener Chondroitinsulfatkonzentrationen 
hergestellt und mit Chondroitinase ABC verdaut.  Abbildung 5.22 zeigt das Signal-Rausch-
Verhältnis für den Peak m/z = 458 und Abbildung 5.23 für den Peak m/z = 480.  
 
 
Abb. 5.22: Korrelation zwischen dem S/N-Verhältnis des  
Peaks m/z = 458 und der Konzentration 
  Abb. 5.23: Korrelation zwischen dem S/N-Verhältnis des 
Peaks m/z = 480 und der Konzentration 
Bestimmt man für einen breiten Konzentrationsbereich das S/N-Verhältnis, kann man dies in ei-
nem sigmoidalen Kurvenverlauf darstellen, dessen linearer Anteil in Abbildung 5.23 gezeigt ist. 
Wenn die Menge des Analyten ein gewisses Limit übersteigt, wird ein Sättigungszustand am De-
tektor erreicht und das S/N-Verhältnis wird unabhängig von der eingesetzten Analytmenge. Es 
handelt sich um eine gerätespezifische Eigenschaft, welche von der Detektorsensitiviät abhängig 
ist. Werden sehr geringe Substanzmengen benutzt, nähert sich die Signalintensität dem Rauschen, 
welches durch die Matrixbestandteile und die anderen Komponenten erzeugt wird, an. Damit 
ergibt sich ein S/N-Verhältnis von 1 {Rohlfink et al. 2007}. Auch im Konzentrationsbereich mit 
einem S/N-Verhältnis größer als 1 und unterhalb des Sättigungszustandes zeigt die Abhängigkeit 
der Konzentration vom S/N-Verhältnis keinen exakt linearen Verlauf, sondern es resultiert ein 
komplizierter Zusammenhang {vgl. Nimptsch 2008}. Eine exakte Erklärung dieser Beobachtung zu 
liefern, war nicht Ziel dieser Arbeit und scheint auch aufgrund des noch nicht vollständig verstan-
denen MALDI-Ionisationsprozesses schwierig. Relevant ist, dass es eine reproduzierbare Abhän-
gigkeit gibt, so dass das S/N-Verhältnis zur Quantifizierung des vorhandenen CS genutzt werden 
kann. Jedoch weist auch diese Methode in einigen Punkten eine beträchtliche Störanfälligkeit auf. 
So ist zum Beispiel bisher kein kommerziell verfügbarer, zertifizierter CS Standard erhältlich. Alle 
Erzeugnisse enthalten einen geringen Grad an Verunreinigungen. Dies muss bei Abweichungen 
von der Standardkurve beachtet werden. Ebenso spielt die Präparation der Proben eine große Rol-
le. Das hat zur Folge, dass die Präparationsbedingungen, welche zur Aufnahme der Eichkurven 
angewandt wurden, für alle Proben übernommen werden müssen. Ist eine Anpassung der Präpa-
ration zur Analyse der biologischen Proben notwendig, muss dementsprechend eine neue Stan-
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5.4 Qualitativer Nachweis der Bestandteile der ECM des  
nativen Schweineknorpels  
5.4.1  Nachweis von Chondroitinsulfat im Schweineknorpel 
In Abbildung 5.24 ist das MALDI-TOF Negativionen-Spektrum von nativem Schweineknorpels 
gezeigt. Der Knorpel wurde wie in Kapitel 3 beschrieben aufgearbeitet und mit Chondroitinase-
ABC verdaut. 
 Die dominanten Peaks bei m/z = 458 und m/z = 480 entsprechen dem ungesättigten Disaccharid 
des Chondroitinsulfats. Bei den mit Stern 
gekennzeichneten Peaks handelt es sich 
um Matrix-Artefakte. Vergleicht man 
dieses Spektrum mit den in Abbildung 
5.11 gezeigten Chondroitinsulfatspektren, 
lassen sich kaum Unterschiede finden. 
Mit Hilfe eines Fragment-Ionen-
Spektrums (FAST, Fragmentation Analy-
sis and Structural TOF) lassen sich die 
Chondroitinsulfatdisaccharidionen mit 
den Massen 458 und 480 weiter strukturell 
charakterisieren. Vergleicht man diese mit 
den FAST-Spektren der Peaks m/z = 458 
und m/z = 480, welche man im Spektrum 
des Schweineknorpels gefunden hat, lässt 
sich klar zeigen, ob es sich bei diesen Pro-
dukten tatsächlich um die vermuteten 
Chondroitinsulfatdisaccharide handelt. 
Weiterhin kann so die Position des Sulfat-
restes bestimmt werden.  
In Abbildung 5.25 sind die Fragmentionen-Spektren des einfach negativ geladenen Chondroitin-
sulfat-Disaccharids C14H20NO14S bei m/z = 458 Da (a) und C14H19NNaO14S bei m/z = 480 Da (b) ge-
zeigt.   
Betrachtet man das Spektrum 5.25 (a) von der hohen Masse aus, so findet sich bei m/z = 458 zu-
nächst das ausgewählte „Mutterion“. Die aus diesem Ausgangspeak entstehenden Spaltprodukte 
belegen die eingangs angegebene Struktur des ungesättigten Disaccharids. Dabei dominiert die 
Fragmentierung des Ausgangsions in die entsprechenden Monosaccharide.  
Abb. 5.24:  MALDI TOF Negativionenspektrum von nativem 
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Bei dem auf das Mutterion folgenden Peak bei m/z = 342 handelt es sich um ein Teilfragment 
(C10H16NO10S) des Disaccharids. Das sulfatierte N-Acetyl-Galaktosamin (M = 301 g/mol) kann 
zweifach im Spektrum nachgewiesen werden. Zum einen als Peak bei m/z = 300 und zum andern, 
durch Wasserabspaltung, bei m/z = 282.  Das N-Acetyl-Galaktosamin, welches den erstgenannten 
Peak verursacht, ist ausschließlich an Position 4 sulfatiert. Das N-Acetyl-Galaktosamin mit m/z = 
282 hingegen trägt sein Sulfat ausschließlich an Position 6 {Zaia et al. 2001}. Die Glukuronsäure 
ergibt, nach vorangegangener Wassereliminierung, das erwartete Ion bei m/z = 175. Das Hydro-
gensulfat, welches aus der abgespalteten Sulfatgruppe des sulfatierten N-Acetylgalaktosamins 
stammt, kann bei m/z = 97 nachgewiesen werden.  
Ebenso wird mit dem Peak m/z = 480 verfahren, dessen FAST-Spektrum in Abbildung 5.25 (b) dar-
gestellt ist. Nach dem „Mutterion“ folgt der Peak des sulfatierten N-Acetylgalaktosamins bei m/z = 
304. Dieser Peak entspricht dem Austausch eines Protons durch ein Natriumion und nachfolgender 
Wassereliminierung. Der Peak bei m/z = 282 entsteht durch den Austausch eines Na+-Ions gegen 
ein Proton. Wird aus dem N-Acetylgalaktosamin zusätzlich die Sulfatgruppe abgespalten, entsteht 
zum einem das Ion bei m/z = 220 und weiterhin ein Ion bei m/z = 97. Beim ersten handelt es sich um 
das Anion von N-Acetylgalaktosamin, m/z = 97 entspricht Hydrogensulfat. Betrachtet man nun die 
 
Abb. 5.25: Fragmentionen-Spektren 
Chondroitinsulfat enzymatisch verdaut mit CSase (a) Peak bei m/z = 458 und (b) Peak m/z = 480  selektiert als Mutterion 
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äquivalenten Abbauprodukte des Schweineknorpels (in Abbildung 5.25 (c) für den Peak bei m/z =  
458 und in (d) für den Peak bei m/z = 480 gezeigt) finden sich alle Charakteristika des Chondroitin-
sulfat-Spektrums wieder. Es kann also mit Hilfe eines MALDI-TOF FAST Massenspektrums ein-
wandfrei gezeigt werden, dass es sich bei den Mutterionen mit den Massen m/z = 458 und m/z = 
480 tatsächlich nur um die ungesättigten Disaccharide des Chondroitinsulfats handelt.  
5.4.2 Nachweis von Kollagen mittels Kollagenase im Schweineknorpel 
 
Es handelt sich beim Kollagen aus artikulärem Schweineknorpel nicht um einen einzelnen Kol-
lagentyp, sondern vielmehr um eine Mischung verschiedener Kollagentypen mit unterschiedli-
chem Kettenaufbau. Abbildung 5.26 zeigt das Positivionenspektrum eines mit Kollagenase verdau-
ten nativen Schweineknorpels. Vergleicht man dieses Spektrum mit dem in Abbildung 5.13 gezeig-
ten bovinen Typ I Kollagen, so finden sich typische Kollagenpeaks wieder. In der nachstehenden 
Abbildung sind die Peaks unter Zuhilfenahme der Tabelle 5.6 vollständig beschriftet. Es zeigt sich, 
dass sich jeder relevante Peak interpretieren lässt.  
Abb. 5.26:  MALDI-TOF Positivionenspektrum von nativen Schweineknorpel verdaut mit Kollagenase 
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Nimptsch et al. {2011} zeigten kürzlich am Beispiel von Gly-Pro-Hyp, dass die Intensität des H+-
Adduktes mit der Verdünnung stark schwankt. Die Messung der Peakintensität dieses Addukts 
zur quantitativen Bestimmung ist somit nicht sinnvoll. Jedoch kann bei Addition der Intensität der 
Natrium- und Protonenprodukte eine Beurteilung der Menge des vorhandenen Tripeptids vorge-
nommen werden.  
Eine  Überlagerung der kleinen Analytmoleküle mit Matrixionen besteht nicht. Auch eine Cluster-
bildung zwischen Matrix und Analyten lässt sich nicht nachweisen, so dass der Einsatz der DHB-
Matrix für den hier beschriebenen Nachweis von Kollagen ideal zu sein scheint.  
Die Analyse von biologischen Proben verursacht komplexe Spektren mit einer Vielzahl von Ana-
lytsignalen. Es ist aber von großem Vorteil, dass bereits wenige Referenzpeaks ausreichen, um eine 
fundierte Aussage über das Vorhandensein von Kollagen in der Probe zu machen. Die Fokussie-
rung auf einen Massenbereich von m/z = 310 - 330 Da ist empfehlenswert. Hier lassen sich drei 



















Es ist somit gelungen, für den Nachweis von Kollagen in biologischen Proben ein in der Präparati-
on der Proben unaufwendiges, kostengünstiges sowie schnell und sicher auswertbares Analysever-
fahren zu entwickeln.  
 
 
Abb. 5.27:   MALDI-TOF Positivionenspektrum mit Fokussierung auf den Messbe-
reich m/z = 310 – 330 Da. Beschriftet sind aussagekräftige Referenzpeaks für den 
Nachweis von Kollagen 
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5.4.3 Nachweis von Kollagen mittels Trypsin im Schweineknorpel 
Problematisch beim Nachweis von Kollagenen aus natürlichem Schweineknorpel mittes trypti-
schen Verdaus ist, dass die Peptidsequenz der einzelnen Kollagentypen des Schweinekollagens 
bisher nicht veröffentlicht wurde. Damit ist es bisher nicht möglich, den einzelnen MS-Peaks eine 
definierte Verbindung zuzuordnen. Um die Anwendbarkeit der Methodik auf das komplexe Sys-
tem Knorpel zu zeigen, wurde der Verdau dennoch durchgeführt und das erhaltene Positivionen-
spektrum in Abbildung 5.28 dargestellt. Die Qualität des Spektrums entspricht dem der bereits 
gezeigten Spektren von bovinen und Rattenkollagenen.  
 
Diese Arbeit hat zum Ziel, Nachweismethoden zu etablieren, die zur qualitativen und quantitati-
ven Analyse von humanen Knorpelkonstrukten dienen können. Die humane Peptidsequenz ist 
bekannt und frei zugänglich, so dass der Einsatz von Trypsin am biotechnologischen Knorpel 
problemlos möglich ist. Sie wird nun im letzten Teil der vorliegenden Dissertation beschrieben. 
 
Abb. 5.28: MALDI-TOF Positivionenspektrum von nativem Schweineknorpel nach Verdau mit  Trypsin 
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5.5 Qualitativer Nachweis von Bestandteilen der ECM im bio-
technologisch hergestellten Knorpel 
Die zu untersuchenden, biotechnologisch hergestellten Knorpelkonstrukte wurden von der For-
schungsgruppe um Prof. Dr. Bader vom Biotechnologisch-Biomedizinischen Zentrum Leipzig zur 
Verfügung gestellt (vgl. Material und Methoden). Deren Forschungsinteresse gilt der Herstellung 
von autologen Chondrozytentransplantaten, welche aus einer dreidimensionalen Matrix bestehen, 
die mit patienteneigenen Chondrozyten besiedelt wurde. Nach einer Inkubationszeit von bis zu 
sechs Wochen steht das fertige Transplantat nach einer Qualitätsprüfung der Defektdeckung zur 
Verfügung. Derzeit werden Matrices aus verschiedenen Stoffen erprobt, auch der Einsatz von 
Stammzellen statt Chondrozyten scheint vielversprechend. Es sollen nun die in dieser Arbeit etab-
lierten Nachweismethoden für Chondroitinsulfat und Kollagen auf ihre Anwendbarkeit auf den 
biotechnologisch hergestellten Knorpel hin untersucht werden.  
5.5.1 Dreidimensionale Agarose-Chondrozytenkonstrukte 
Wie im Abschnitt „Material und Methoden“ detailliert beschrieben, wurde im verwendeten 
DMEM Nährmedium die normale Glukose durch eine in allen Positionen 13C-gelabelte Glukose 
ausgetauscht. Diese uniforme 13C-Markierung hat mehrere Vorteile: durch den resultierenden Iso-
topeneffekt kann der Beweis angetreten werden, dass es sich um durch die eingesäten Chondrozy-
ten neusynthetisierte ECM handelt. Weiterhin wird es so möglich, die Bestandteile auch mittels 
13C-NMR Spektroskopie nachzuweisen, wie durch Zernia und Huster beschrieben {Zernia 2006}.  
5.5.1.1 Nachweis von Chondroitinsulfat im Agarose-Chondrozytenkonstrukt 
In Abbildung 5.29 sind die Negativionenspektren verschiedener Agarose-Chondrozyten Konstruk-
te (je ca. 190.000 Zellen), welche mit Chondroitinase ABC enzymatisch verdaut wurden, abgebildet. 
Das oberste Spektrum (a) zeigt ein Konstrukt, welches nicht kultiviert wurde. Es repräsentiert die 
Peaks, welche allein durch das Chondrozyten-Kollagengemisch verursacht werden. Alle Peaks 
dürfen somit als Artefakt angesehen werden. In den nachfolgenden Spektren betrug die Kultivie-
rungszeit sieben (b) bzw. 42 Tage (c). Die Präparationsbedingungen aller Proben wurden exakt 
konstant gehalten. Die Messung erfolgte zum selben Zeitpunkt auf einer Probenplatte unter Kon-
stanthaltung aller Geräteeinstellungen.   
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 Während sich im obersten Spekt-
rum kein Chondroitinsulftat-
Disaccharidpeak nachweisen lässt, 
ist im nachfolgenden Spektrum bei 
m/z 470 und m/z 492 ein Peak 
nachweisbar. Auch wenn, wie be-
reits ausführlich dargestellt, von 
der Peakintensität nicht auf die 
absolute Menge geschlossen wer-
den kann, so kann man annehmen, 
dass sich die absolute Menge an 
Chondroitinsulfat nach 42 Tagen 
Kultivierung vermehrt hat. An der 
Qualität der Spektren (Sig-
nal/Rausch Verhältnis) im Ver-
gleich zum Referenzspektrum (vgl. Abb. 24) lässt sich ablesen, dass es sich hierbei, wenn auch um 
nachweisbare, dennoch um sehr geringe Mengen an Chondroitinsulfat handeln muss, die der Zu-
sammensetzung des natürlichen Knorpels nicht entsprechen. 
5.5.1.2 Nachweis von Kollagen mittels Kollagenase im Agarose-Chondrozytenkonstrukt 
Der Nachweis von Kollagen-Tripeptiden mittels Kollagenaseverdau ist auch beim Konstrukt me-
thodisch wenig aufwendig. Die erhaltenen Spektren sind gut reproduzierbar. Bei der Interpretati-
on ist jedoch zu beachten, dass der Isotopeneffekt bei den verschiedenen Kollagentripeptiden un-
terschiedlich ausgeprägt ist. In Tabelle 5.6 sind daher alle relevanten Massen der Tripeptide Gly-
Pro-Hyp bereits auch in der gelabelten Form gezeigt (P*).  
Das oberste Positivionenspektrum in Abbildung 5.30 dient als Referenzspektrum zum Kultivie-
rungszeitpunkt Null. Es schließen sich Spektren von Konstrukten nach sieben Tagen (b), 21 Tagen 
(c) und 42 Tagen (d) Kultivierung an. Zur Aufnahme des Referenzspektrums (e) wurde ein nativer 
Schweineknorpel mit Kollagenase verdaut. Mess- und Präparationsbedingungen wurden konstant 
gehalten. Zu besseren Veranschaulichung sind die relevanten Peaks eingefärbt, so dass sich die 
äquivalenten Peaks des Referenzspektrums schneller zuordnen lassen.  
 
Abb. 5.29: Negativionenspektren von einem mit Chondroitinase verdauten 
biotechnologisch hergestellten Knorpel a) nach null Tagen Kultivierung b) 
nach 21 Tagen c) nach 42 Tagen Kultivierung (die nicht gekennzeichneten 















Unstrittig zu sein scheint, dass Knorpelkonstrukte Kollagen enthalten. Auch hier kann man an-
nehmen, dass ein Zuwachs des Kollagens über die Kultivierungszeit stattfindet. Die Labelung der 
zu verstoffwechselnden Glukose bietet den Vorteil, dass mit m/z = 298, m/z = 320 und m/z = 335 
größere Summationspeaks entstehen, in denen sich eine Reihe von Tripeptiden überlagern. Jedoch 
ist der Isotopeneffekt bei der Auswertung der Spektren zwingend zu beachten, was die Interpreta-
tion der Spektren etwas erschwert, da ein vergleichendes „Übereinander legen“ von Konstrukt- 
und Referenzspektrum nicht möglich ist.  
Die Messbedingungen, unter denen die hier gezeigten Spektren aufgenommen wurden, waren so 
gewählt, dass die Cluster-Peaks optimal dargestellt wurden. Der „Verlust“ an kleinen Peaks im 
Vergleich zum Referenzspektrum lässt sich somit erklären und darf nicht als Argument gegen die 







Abb. 5.30: Positivionenspektrum von einem mit Kollagenase verdauten biotechnologisch hergestellten Knorpel a) nach 
null Tagen Kultivierung b) nach 7 Tagen c) nach 21 Tagen d) nach 42 Tagen Kultivierung e) Referenzspektrum des mit 
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5.5.2 Kollagengele mit Chondrozyten oder Stammzellen  
Die optimalen in vitro-Kultivierungsbedingungen für Chondrozyten werden intensiv erforscht 
{Frenkel/Di Cesare 2004}. So werden neben Agarosegelen auch Kollagenhydrogele zur Konstrukt-
generierung eingesetzt, in welche Stammzellen oder Chondrozyten eingebracht werden.  Hierzu 
werden bovine mesenchymale Stammzellen mittels einer Knochenmarksaspiration gewonnen. Die 
Einsaat der Zellen erfolgt in ein Typ I Rattenkollagen (Arthro Kinetics Biotechnology GmbH, 
Krems, Österreich). Es schließt sich eine Kultivierung über ein bis sechs Wochen bei 37°C und at-
mosphärischem Sauerstoffpartialdruck (20 kPa) an {Zscharnack et al. 2009}. Marquaß et al. {2011} 
transplantierte diese Konstrukte in einen künstlich generierten Defekt bei Schafen und konnte nach 
der Explantation ein Jahr später eine Differenzierung der eingesäten Stammzellen zu proliferieren-
den Chondrozyten und sehr gute immunhistochemische Ergebnisse nachweisen.  
5.5.2.1 Nachweis von Chondroitinsulfat im Kollagengel-Stammzellkonstrukt 
Die Synthese von Chondroitinsulfat durch 
die differenzierten Stammzellen kann mit-
tels MALDI-TOF MS einwandfrei nachge-
wiesen werden. Abbildung 5.31 vergleicht 
ein Konstrukt zum Tag Null der Kultivie-
rung (a) mit Konstrukten nach 21 (b) und 
42 Tagen (c) Kultivierung. Als Referenz (d) 
ist ein Schweineknorpel gewählt worden. 
Wesentlich für die Interpretation der Spek-
tren ist die Beachtung des durch die 13C 
gelabelte Glukose verursachten Isotopen-
effekts.  Das Anwachsen der chondroitin-
sulfatspezifischen Peaks kann problemlos 
dokumentiert werden. Ebenso ist anhand 
der Qualität der Spektren augenscheinlich, 
dass es sich im Vergleich zu den eben ge-
zeigten Spektren des Agarosegeles um 





Abb. 5.31: Negativionenspektren von einem mit Chondroitinase 
verdauten biotechnologisch hergestellten Knorpel a) nach null 
Tagen Kultivierung b) nach 21 Tagen c) nach 42 Tagen Kultivie-
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5.5.2.2 Nachweis von Kollagen im Kollagengel-Chondrozytenkonstrukt 
Als problematisch muss der Nachweis von Kollagen nach einem Kollagenaseverdau angesehen 
werden, da das Gel, in dass die Zellen eingepflanzt werden, aus Typ I Kollagen besteht. Eine Diffe-
renzierung zwischen den Kollagentypen ist aufgrund der Generierung von uniformen Tripeptiden 
nicht möglich; somit auch nicht die Unterscheidung zwischen Konstrukt- und neusynthetisiertem 
Kollagen. Für das in Abbildung 5.32 (a) gezeigte Spektrum wurde das mit Chondrozyten beladene 
Kollagengel verdaut und gemessen. Hier zeigt sich, dass die Tripeptide aufgrund der geringen 
absoluten Menge auf der Probenplatte an die Nachweisgrenze kommen. Eine Markierung der Glu-
kose hat für diesen Versuch nicht stattgefunden, da so das „Leerspektrum“ vom Spektrum der 
kultivierten Probe angezogen werden kann, um so die synthetisierte Menge an Kollagen abschät-
zen zu können.  
 
Abb. 5.31: Positivionenspektrum von einem mit Kollagenase verdauten biotechnologisch hergestellten Knorpel a) nach 
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Abbildung 5.31 zeigt, dass bereits nach wenigen Tagen der Kultivierung ein deutlicher Zuwachs 
an Kollagentripeptiden zu verzeichnen ist. Nach 42 Tagen lassen sich alle im Referenzspektrum 
detektierten Peaks wiederfinden. Der Einfluss des Konstruktkollagens ist vernachlässigbar.  
Aus den hier gezeigten, massenspektrometrischen Untersuchen lässt sich schließen, dass das Kol-
lagengel zur Herstellung von Transplantaten zur Autologen Chondrozytentransplantation hin-
sichtlich der Syntheserate von ECM besser geeignet ist als Konstrukte auf Agarosebasis. Ebenso 
darf vermutet werden, dass sowohl isolierte Chondrozyten als auch Stammzellen geeignet sind, in 
vitro kultiviert zu werden.  Diese Ergebnisse stimmen mit den Daten, welche mit immunhistoche-








6 ZUSAMMENFASSENDE DISKUSSION 
Im klinischen Alltag werden primäre und sekundäre Arthrosen unterschieden. Beide zeichnen sich 
durch degenerative Veränderungen des Gelenks mit progressiver Zerstörung des Knorpels, konse-
kutive Knochenschädigung und reaktive Veränderungen der umgebenden Weichteile aus. Von der 
primären Arthrose sind Patienten jenseits des 60. Lebensjahr betroffen. Sie tritt in aller Regel sym-
metrisch auf. Die kausale Ursache für die Veränderungen ist bislang unbekannt. Sekundäre Arth-
rosen sind in einer präarthrotischen Vorschädigung des betroffenen Gelenks begründet oder durch 
eine Begleiterkrankung verursacht {Renkawitz et al. 2011, Debrunner 2005}. 
Ein traumatischer Knorpelschaden ist eine typische präarthrotische Läsion und betrifft nicht selten 
vor allem junge, aktive Patienten. Mündet diese Schädigung in einer sekundären Arthrose, besteht 
gegebenenfalls bereits in einem biologisch jungen Lebensalter die Indikation zur endoprotheti-
schen Versorgung mit weitreichenden individuellen und ökonomischen Folgen. Das wissenschaft-
liche und klinische Interesse an der Therapie eines traumatischen Knorpelschadens liegt daher 
zum einen in der akuten Heilung der Traumafolgen, zum anderen aber auch in der Vermeidung 
der Arthroseentstehung als Sekundärprophylaxe begründet. 
Die ACT ist ein technisch aufwendiges Verfahren, dessen klinischer Nutzen derzeit noch nicht 
einwandfrei bewiesen werden konnte {Behrens et al. 2004}. Debrunner {2005} weist zudem kritisch 
darauf hin, dass neben dem Patientennutzen möglicherweise auch die Interessen von Aktionären 
bei der Forcierung der Etablierung dieser Methode im klinischen Alltag eine Rolle spielen könnten.  
Ziel dieser Arbeit war es daher, eine einfache aber sensitive Methode zur Qualitätsprüfung der 
entwickelten Konstrukte zur Verfügung zu stellen, da die Qualität des Transplantates ausschlag-
gebend für das klinische Ergebnis ist und somit maßgeblich über den Erfolg oder Misserfolg der 
Autologen Chondrozytentransplantation entscheidet. Somit nimmt das „Monitoring“ der Trans-
plantatbeschaffenheit vor der Implantation einen wichtigen Schritt in der Kette aus Entnahme der 
Chondrozyten, Konstruktgenerierung  und Retransplantation ein.  
In dieser Arbeit wurde der Schwerpunkt auf die Prüfung der Beschaffenheit der ECM und nicht 
auf die Charakterisierung der Chondrozyten gelegt, da die Qualität des Knorpels durch die Zu-
sammensetzung der ECM bestimmt wird und die Chondrozyten lediglich ein Prozent der Masse 
ausmachen.  Zum anderen stehen Analysesets zur Vitalitätsprüfung bereits zur Verfügung und 
sind kommerziell erhältlich. Die untersuchten Konstrukte wurden im Biotechnologisch-
Biomedizinischen Zentrum, wie bei Schulz et al. {2006} beschrieben, auf die Zellvitalität hin über-
prüft.  
Es konnte zweifelsfrei gezeigt werden, dass der Nachweis von Chondroitinsulfat mittels Chondroi-
tinaseverdau und nachfolgender MS-Analytik einfach, kostengünstig und reproduzierbar sowie 




auf natürliches als auch auf biotechnologisch hergestelltes Gewebe anwendbar ist. Durch 13C-
Markierung der zu verstoffwechselnden Glukose ist es möglich, sicher zu dokumentieren, dass es 
sich bei dem nachgewiesenen Chondroitinsulfat um ein neusynthetisiertes Produkt der eingesäten 
Chondrozyten handelt. Diese Ergebnisse konnten durch die Anwendung von Fragmentation Analy-
sis and Structural TOF MS (einem MS/MS Verfahren) verifiziert werden.   
Mit dem in dieser Arbeit vorgestellten Kollagenaseverdau zum Nachweis von Kollagentripeptiden  
kann die Kollagenneusynthese im biotechnologisch hergestellten Knorpel mittels MALDI-TOF 
dokumentiert werden. Der anfänglich befürchtete Einfluss des Konstruktkollagens auf die Spek-
tren von Kollagengel-Stammzell oder –Chondrozytenkonstrukten hat sich als wenig problematisch 
erwiesen. Als Kritikpunkt muss jedoch die fehlende Differenzierungsmöglichkeit zwischen den 
Kollagentypen gesehen werden, da vor allem die Produktion von Kollagen Typ II im Gegensatz zu 
dem biomechanisch minderwertigeren Kollagen I entscheidenden Einfluss auf die Konstruktquali-
tät hat. Ein großer Vorteil der gezeigten Methode ist, dass allein das Interpretieren von wenigen 
Peaks (empfohlen m/z = 308, 309, 310; 323, 324, 325; 329, 330, 331), die in einem sehr engen Massen-
bereich liegen, zur orientierenden Analyse des Spektrums ausreichen.  
Aufgrund der eben beschriebenen Notwendigkeit der Differenzierung zwischen den Kollagenty-
pen wurde der in Präparation und Auswertung aufwendigere tryptische Verdau ergänzt. Die An-
wendung auf kommerziell verfügbare Kollagene gelang problemlos. Die Übertragung auf das ge-
wählte Modellgewebe des natürlichen Schweineknorpels gestaltete sich aufgrund der Tatsache 
schwierig, dass die Peptidsequenz der einzelnen Kollagentypen bisher nicht veröffentlicht wurde. 
Dies darf jedoch nicht als Schwäche dieser Arbeit gewertet werden, da die zu transplantierenden 
Konstrukte humanen Ursprungs sind und die Peptidsequenz für alle humanen Kollagentypen seit 
langem bekannt ist.  
Die Quantifizierung der vorhandenen Analyte stellt eine besondere Herausforderung dar. Das 
Heranziehen der alleinigen Peakintensität kann nur als Orientierung bei streng konstant gehalte-
nen Präparations- und Messbedingungen verwendet werden. Auch das Signal-Peak/Matrix-Peak-
Verhältnis weist aufgrund der differierenden Ionenaffinität bei verschiedenen Verdünnungsgra-
den keine ausreichende Signifikanz auf. Für die Quantifizierung von Kollagenbestandteilen haben  
Nimptsch et al.  (2011) einen definierten und in seiner Konzentration bekannten Standard einge-
setzt und konnten eine signifikante Korrelation nachweisen. Jedoch wiesen Proben mit hoher bzw. 
sehr niedriger Analytkonzentration aufgrund einer zu großen Abweichung ebenfalls keine Signifi-
kanz auf und konnten nicht quantifiziert werden. Für die Beurteilung des Kollagengehalts der 
biotechnologisch hergestellten Knorpel zu verschiedenen Kultivierungszeitpunkten wurden alle 
Proben und auch der natürliche Knorpel, der zur Erstellung des Referenzspektrums dient, in glei-
cher Weise aufbereitet und gemessen. Um eine orientierende Aussage über den Kollagengehalt zu 
erhalten, wurden die Peaks nach ihrer Intensität, der Intensität aller Ionenaddukte  (Protonen-
addukt zuzüglich der Natrium- sowie Kaliumaddukte) und nach dem Signal-Peak/Matrix-Peak-




Verhältnis überblickend beurteilt, so dass man eine Tendenz der Syntheseleistung angeben kann. 
Um das gewünschte semiquantitative Monitoring zu gewährleisten, reichen diese Auswertungen 
nicht. 
Anders verhält es sich bei der quantitativen Analyse von GAGs durch Bestimmung des S/N-
Verhältnis. Hier wurde für ein breites Konzentrationsspektrum das S/N-Verhältnis bestimmt, wel-
ches sich in einem sigmoidalen Kurvenverlauf darstellen lässt. Auch hier ist die Bestimmung in 
den Grenzbereichen der sehr hohen und sehr niedrigen Konzentration eingeschränkt, jedoch lässt 
sich für den zur Analyse von künstlichem Knorpel relevanten Messbereich eine reproduzierbare 
Abhängigkeit zeigen, so dass das S/N-Verhältnis zur Quantifizierung des vorhandenen CS genutzt 
werden kann. Es konnte somit gezeigt werden, dass MALDI-TOF MS ein sensitives Verfahren zur 
Knorpelanalyse darstellt, welches für die quantitative und qualitative Determinierung der Zu-
sammensetzung von Knorpelkonstrukten geeignet ist.  
Aus Sicht des Chirurgen ist die ACT eine Therapiemethode, welche zwei operative Eingriffe, in der 
Regel im Abstand von ca. sechs Wochen, erfordert und einen biotechnologischen Verfahrensanteil 
beinhaltet. Erfolgt zukünftig die massenspektrometrische Qualitätsprüfung, kann kritisch ange-
merkt werden, dass der technische und monetäre Aufwand dieses Verfahrens weiter erhöht wird. 
Der zeitliche Aspekt ist vernachlässigbar, da die beschriebenen Messungen innerhalb eines Ar-
beitstags erfolgen können. Ebenso kritisch muss die Invasivität der Qualitätsprüfung angesehen 
werden, was zur Folge hat, dass die Versuche nicht am Originaltransplantat vorgenommen wer-
den können. Das ideale „Monitoring“ erfolgt als in vivo Testung. Damit wären Aussagen zum ori-
ginären Konstrukt, welches der Patient transplantiert bekommt, möglich. Ebenso können Aussa-
gen zum idealen Kultivierungszeitpunkt bzw. optimalen Transplantationszeitpunkt gemacht wer-
den. Diese Anforderungen kann MALDI-TOF MS auch in Zukunft nicht erfüllen.  
Im Gegensatz dazu hat die 13C MAS NMR Spektroskopie ein großes Potenzial für die nichtinvasive 
Charakterisierung von biotechnologisch hergestelltem Knorpel. Ein weiterer Vorteil dieser Metho-
de ist es, GAGs und Kollagene in einer Probe zu detektieren. Zusätzlich wurde die NMR Spektro-
skopie erfolgreich angewendet, um die molekularen Bewegungen der makromolekularen Kompo-
nenten des Knorpels zu erforschen. Diese Bewegungen sind die Grundlage der viskoelastischen 
Eigenschaften des Knorpels. Detaillierte Darstellungen dieser Methode sind in Arbeiten von Hus-
ter et al. {z.B. 2002}, Zernia/Huster {2000} sowie Scheidt/Schibur et al. {2010} gezeigt und erfreuen 
sich aktuell ebenfalls intensiven Interesses. Kritisch im Vergleich zur MALDI-TOF MS muss hier 
jedoch der erhebliche methodische und zeitliche Aufwand sowie die weitaus geringere Empfind-
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Das Knorpelgewebe ist im Vergleich zu anderen Geweben des menschlichen Körpers in vielerlei 
Hinsicht außergewöhnlich. Es weist die geringste Zelldichte aller Gewebe auf. Die Zellpopulation 
setzt sich aus einem einzigen Zelltyp, den Chondrozyten zusammen, welche zum Gesamtvolumen 
lediglich wenige Prozent beitragen. Zell-Zell-Kontakte bestehen nicht, vielmehr werden die Zellen 
von der Extrazellulären Matrix (ECM) umkleidet. Knorpel gehört nach Abschluss des Wachstums 
zu den wenigen gefäßfreien Geweben des Körpers. Er besitzt keine Lymphgefäße oder Nerven. 
Eine Immunantwort kann nicht nachgewiesen werden {Buckwalter/Mankin 1998, Flugge et al. 
1999, Hamerman et al. 1970, Kuettner et al. 1992, Stockwell 1978}.  
Die extrazelluläre Matrix besteht aus einem komplexen Gerüst von kollagenen Fasern (10-30%), 
aus Proteoglykanen (3-10%), nicht-kollagenen Proteinen sowie aus Glykoproteinen und der 
Gewebsflüssigkeit (60-85%). Die Interaktion zwischen diesen Bestandteilen gestaltet die Steifigkeit 




Dieses Gewebseigenschaften führen dazu, dass eine traumatische Läsion am artikulären Knorpel 
eine bisher große Herausforderung für den behandelnden Arzt darstellt. Im Gegensatz zu 
Patienten fortgeschrittenen Alters, die aufgrund einer multifaktoriellen Genese an einer 
sogenannten primären Arthrose erkranken, führt der traumatische Knorpelschaden neben den 
akuten Beschwerden im Verlauf nicht selten zu einer sekundären Arthrose mit weitreichenden 
individuellen und sozioökonomischen Folgen. Bei den betroffenen Patienten handelt es sich häufig 
um junge, sportlich aktive Menschen im Arbeitsprozess {Hjelle et al. 2002}, bei denen eine 
längerfristige Belastungs- und Bewegungseinschränkung oder sogar eine Verminderung der 
Erwerbsfähigkeit zwingend vermieden werden muss.  
Die intrinsische Regenerationsfähigkeit des Knorpels ist sehr gering. Die konservativen 
Therapieformen haben immer eine narbige Ausheilung zur Folge. Ebenso verhält es sich mit der 
arthroskopischen Basistherapie (Debridement und Lavage). Stimulierende Verfahren, die auf der 
Grundlage der Penetration des subchondralen Knochens basieren (Priedie Bohrung, 
Mikrofrakturierung), sollen durch das Einspülen von körpereigenen Stammzellen in den Defekt 
eine autologe Regeneration induzieren. Langzeitstudien zeigen, dass trotz der oft erreichten, guten 
funktionellen Ergebnisse histomorphologisch keine Wiederherstellung von intaktem hyalinem 
Gelenkknorpel erreicht werden kann {Gaissmaier et al. 2003, Bernholt/Höher 2003}. Die Entnahme 
von Knochenknorpelzylindern außerhalb der Hauptbelastungszone und einseitige Transplantation 
in den Defekt (OCT) führt zur Ausbildung eines hyalinen Regeneratknorpels {Brittberg et al. 1996}. 
Diese Methode gehört in die Gruppe der reparierenden Verfahren, in die sich auch die Autologe 
Chondrozytentransplantation (ACT) eingliedert. Mit diesem Verfahren konnten ebenso sehr gute 
klinische und histologische Ergebnisse gezeigt werden {Brittberg et al. 1996, Horas et al. 2000, 
Peterson et al. 2003}.    
Bei der ACT werden patienteneigene Chondrozyten arthroskopisch gewonnen, in 
dreidimensionale Gele eingesät und in Zellkultur gebracht. Durch verschiedene Stimulations-
techniken werden die Zellen zur Proliferation und Produktion von extrazellulärer Matrix, 
insbesondere von Kollagenen und Proteoglykanen, angeregt. Nach drei bis sechs Wochen 
Kultivierung erfolgt die Implantation in den aufbereiteten Knorpeldefekt des Patienten. Es handelt 
sich also um ein aufwendiges Verfahren mit einem biotechnologischen Verfahrensteil. 
Standardisierte Methoden zur Qualitätsprüfung des Transplantats fehlen bisher. Diese sollten 
jedoch fester Bestandteil in der Kette aus Chondrozytengewinnung, Konstruktherstellung und 
Retransplantation sein. Idealerweise handelt es sich um Methoden, die unabhängig vom 
Konstrukthersteller angewendet werden können.  
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass MALDI-TOF Massenspektrometrie (matrix-assisted 




Es ist gelungen, komplexe Knorpelkonstrukte zu analysieren und Aussagen zu ihrer  
Zusammensetzung zu machen.  
Es erfolgte zunächst die Anpassung und Optimierung der Präparations- und Messmethoden mit 
dem Ziel, standardisierte Protokolle festzulegen, welche zu reproduzierbaren Spektren führen. Als 
geeignete Matrix für den Nachweis von Kollagen und Chondroitinsulfat sowie Hyaluronsäure 
erwies sich 2,5 Dihydroxybenzoesäure (DHB). Als Lösungsmittel wurde 0,1% wässrige 
Trifluoressigsäure (TFA) und Methanol eingesetzt. Die Präparation von Bestandteilen der 
Glykosaminoglykane erfolgte als Cokristallisation mittels dried droplet-Präparation und 
Schnelltrocknung im Proben/Matrix-Verhältnis von 1:1. Zum Nachweis von Kollagen wurde 
ebenso DHB in TFA und Methanol eingesetzt. Die Präparation erfolgte jedoch in „umgekehrter“ 
Oberflächenpräparation im Proben/Matrix-Verhältnis von 1:4. 
Die so optimierten Probenpräparationen wurden zunächst auf kommerziell verfügbare 
Hauptbestandteile der ECM angewendet. Es wurden Referenzspektren von enzymatisch 
verdautem Chondroitinsulfat (verdaut mit Chondroitinase ABC), Hyaluronsäure (verdaut mit 
Hyaluronidase) und Kollagen (verdaut mit Trypsin) gewonnen, die als Vergleichsspektren für die 
Bestimmung der Zusammensetzung von natürlichem Knorpel und biotechnologisch hergestelltem 
Knorpel dienen sollten. Ebenso gelang der Nachweis von Bestandteilen des natürlichen Kollagens 
mittels MALDI-TOF MS nach Kollagenaseverdau. Die hier gewonnenen Erkenntnisse wurden 
ebenso wie die Daten zur Nachweisbarkeit der Kollagenbestandteile bis in den Picomolbereich 
erfolgreich veröffentlicht {Nimptsch/Schibur et al. 2011}.  
Es schlossen sich Studien zur Quantifizierung der enzymatischen Verdauungsprodukte der ECM 
an, welche das Ziel verfolgten, neben der stofflichen Zusammensetzung Aussagen zu den relativen 
Anteilen der einzelnen Bestandteile zu erlauben. Es wurden die Eignung der Analyse der 
Peakintensität, des Signal-Peak/Matrix-Peak-Verhältnisses und des Signal-Rausch-Verhältnisses 
geprüft. Auch das Zusetzen einen Standards zur Quantitätsprüfung erfolgte. Lediglich die 
Ermittlung des Signal-Rausch-Verhältnisses erwies sich als geeignet. Ein Teil der in dieser Arbeit 
gezeigten Erkenntnisse zur Quantifizierung konnten ebenfalls bereits in einer Publikation mit dem 
Titel „Characterization of the quantitative relationship between signal-to-noise (S/N) ratio and 
sample amount on-target by MALDI-TOF MS: Determination of chondroitin sulfate subsequent to 




Als Referenz für den natürlichen Knorpel wurde hyaliner Schweineknorpel von Jungtieren 
gewählt und die bisher gewonnenen Erfahrungen beim Nachweis von Kollagen und GAGs auf 
ihre Reproduzierbarkeit auf dieses komplexe Gewebe hin untersucht. Es konnte gezeigt werden, 
dass es mittels MADI-TOF MS problemlos möglich ist, das Vorhandensein von Chondroitinsulfat 
und Hyaluronsäure anhand weniger definierter Peaks in einem schmalen Massenbereich 
reproduzierbar nachzuweisen.  
Bei der Anwendung von Kollagenase zum enzymatischen Verdau von natürlichem 
Schweineknorpel entsteht ein Spektrum von Tripeptiden, das, wie ein Fingerabdruck, für jedes 
Kollagengemisch spezifisch ist. Die Interpretation solcher Spektren schien zunächst aufgrund der 
großen Anzahl der möglichen Tripeptide schwierig. Es wurden daher für den hyalinen Knorpel 
typische, kommerziell verfügbare Tripeptide untersucht. Anhand der resultierenden Peaks 
wurden die Spektren des natürlichen Schweineknorpels ausgewertet. Dies gelang nun mühelos.  
Eine Differenzierung zwischen den Kollagentypen ist mit dem Verdau von Kollagen bzw. 
natürlichem Knorpel oder Konstrukt jedoch nicht möglich, so dass sich die Hydrolyse von 
natürlichem Knorpel mit Trypsin in der vorliegenden Promotion anschloss. Es wurden die 
Peptidsequenzen verschiedener Kollagen unter zu Hilfenahme von Datenbanken (z.B. Expasy) 
ermittelt und die typischen Schnittstellen des Trypsin mittels sogenannter „Peptid Cutter“ markiert. 
Die so erhaltenen Werte wurden den Massen aus dem MALDI-TOF Spektrum zugeordnet. Für die 
Analyse von Kollagengemischen war es sinnvoll, aufgrund der Anzahl der möglichen Peaks einen 
repräsentativen Massenbereich zu wählen und einige besonders markante Peaks im Sinne eines 
Masterpeaks zu betrachten.  
Problematisch bei der Anwendung dieser Methode auf den Modellknorpel des Schweines war, 
dass die Peptidsequenz der Kollagene des Schweins nicht in den Datenbanken hinterlegt ist. Auf 
die Wertigkeit von MALDI-TOF MS als Methode zur Qualitätsprüfung von biotechnologisch 
erzeugten Knorpelkonstrukten hat dies jedoch keinen Einfluss, da die humanen Peptidsequenzen 
aller relevanten Kollagene seit langem bekannt sind. Der tryptische Verdau in dieser Promotion 
wurde an Rattenkollagen vorgenommen. So ließ sich zum einen die Anwendbarkeit der Methode 
zeigen, zum anderen dienen diese Spektren als Grundlage zur Auswertung von Konstrukten, 
deren Chondrozyten in eine Matrix aus Rattenkollagen eingesät wurden. Es soll so möglich 
werden, zwischen neusynthetisiertem humanem Kollagen und dem Rattenkollagen der Matrix zu 
differenzieren.  
Im letzten Abschnitt dieser Arbeit erfolgte die Analyse von biotechnologisch hergestellten Knorpel, 
welcher vom  Biotechnologisch-Biomedizinischen Zentrum Leipzig zur Verfügung gestellt wurde. 
Es ließ sich zweifelsfrei die Chondroitinsulfatsynthese der eingesäten Chondrozyten in 
dreidimensionalen Agarose-Chondrozytenkonstrukten nachweisen. Bei der Analyse dieser 
Konstrukte und dem Vergleich mit den zuvor in dieser Promotion gezeigten Referenzspektren 




und es daher zu einem Verschieben der relevanten Peaks (Isotopeneffekt) kommt. Der 
Chondroitinase ABC-Verdau wurde daher auch an Kollagengel-Stammzellkonstrukten 
vorgenommen, deren Nährmedium nur 12C-Glukose enthielt. Zudem wurden Spektren von 
Konstrukten gezeigt, deren Kultivierung zu verschiedenen Zeitpunkten gestoppt wurde. Mittels 
Konstrukten, die gar nicht kultiviert wurden, erfolgte die Ermittlung von Artefakten. Alle 
vergleichenden Messungen  wurden bei streng konstant gehaltenen Messbindungen durchgeführt, 
so dass sich semiquantitativ sagen lässt, dass die Kollagen-Stammzellkonstrukte die Agarose-
Chondrozytenkonstrukte in der Syntheserate an Chondroitinsulfat übertreffen. 
Der Nachweis von Kollagen-Tripeptiden mittels Kollagenaseverdau erwies sich am Agarose-
Chondrozytenkonstrukt methodisch unaufwendig und reproduzierbar. Um die Interpretation der 
Spektren von 13C-markierten Konstrukten zu erleichtern, wurden die Massen der Tripeptide in 
ihrer gelabelten und ungelabelten Form aufgeführt. Durch den Vergleich der Spektren zu 
verschiedenen Kultivierungszeitpunkten konnte unstrittig gezeigt werden, dass die Konstrukte 
Kollagen enthalten. Diese Nachweismethode scheint für Konstrukte mit einer Kollagenmatrix 
ungeeignet. Dennoch sind Kollagen-Chondrozytenkonstrukte so untersucht worden. Interessanter-
weise geraten die Kollagen-Tripeptide zum Kultivierungszeitpunkt „Null“ (keine Kultivierung) an 
ihre Nachweisgrenze. Durch Kollagensynthese der Chondrozyten kommt es zu einem deutlichen 
Mengenzuwachs an Kollagen, so dass sich in den Spektren nach sechs Wochen Kultivierung 
eindeutige Kollagenpeaks zeigen ließen.  
Es konnte in der vorliegenden Promotionsschrift gezeigt werden, dass MALDI-TOF MS 
hervorragend für den qualitativen Nachweis von Bestandteilen der ECM des Knorpels geeignet ist. 
Erste Anwendungen an biotechnologisch hergestellten Knorpel sind vielversprechend und wurden 
auszugsweise ebenfalls bereits publiziert {Schulz/Schibur et al. 2006}. Der Kollagennachweis im 
Konstrukt nach tryptischem Verdau ist Gegenstand der aktuellen Forschung und wird in dieser 
Arbeit nicht gezeigt. Die Optimierung der quantitativen Beurteilung des Konstrukts eignet sich als 
Aufgabenstellung für nachfolgende Promotionsarbeiten. 
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